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1 . 緒言
プトレス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン及びス ペ ル ミ ン に代表され るポリ ア ミ ンが細胞増殖を促
進すると い う論文は1948年にHerbstとsn ellに より発表された(1)｡ 彼らはある種 の乳酸菌
の発育に ､ プト レス シ ン とス ペ ル ミ ジ ンが必須であ る こ とを示した ｡ その 後､ 1971年
にRus s ellがが ん患者の尿中に ポリ アミ ン が増加する こ とを報告し､ 細胞増殖との関連性
が注目され出した(2)｡ 次 い で ､ 大腸菌､ 酵母 ､ チ ャイ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵巣細胞でポリ
ア ミ ン 生合成欠捜株が次々 と分離され ､ ポ リ アミ ン を培地 に加える と細胞増殖が強く促
進を受ける こ とから細胞増殖因子として の 地位が確立した｡
ポリ ア ミ ン は動物 ､ 植物､ 微生物 ､ ウイ ル ス とすべ て の 生物にほとん ど例外なく存在
して い る ｡ 動物の場合 は加齢 ととも にポリ ア ミ ン量 は減少し､ 微生物 の場合も対数増殖
期の細胞の ほうが静止期の細胞よりポリ ア ミ ン を多く含む ｡ 組織別にみ ると ､ 前立腺 ､
肺臓 ､ 唾液腺などタ ン パ ク質 ･ 核酸合成の盛 んな組織に圧倒的に多い ｡ ポリ アミ ン の 細
胞内濃度はポリ ア ミ ン の 生合成､ 分解､ 細胞内外 へ の 輸送 により調節さ れて い る ｡ Fig.
1に動物細胞 の ポリ ア ミ ン の合成 ･ 分解経路と各過程を触媒する酵素名を示 した｡ プ ト
レス シ ン はオ ル ニ チ ン脱炭酸酵素(ODC)によりオ ル ニ テ ン より合成される ｡ プト レス シ
ンは厳密に言えば二価 の ア ミ ンで ポリ アミ ン に属さない が ､ 細胞増殖時にス ペ ル ミ ジン ､
ス ペ ルミ ン と挙動を共にする ため通常はポリ アミ ン の 範時 に加えられて い る ｡ 微生物や
植物の場合 はア)t'ギ ニ ン - ア グマ チ ン - プト レス シ ン の 別経路も存在する. 次い で ､ S
- ア デノ シ ル メ チ オ ニ ンか ら､ S- ア デノ シ ル メ チ オ ニ ン脱炭酸酸素(SA M DC)に よりs- ア デ
ノ シ)t'メ チ ル チ オ ブロ ビ ル ア ミ ン (脱炭酸s- ア デノ シ ル メチ オ ニ ン) が作られ､ その プ
ロ ピル ア ミ ンがス ペ ル ミ ジ ン 及びス ペ ル ミ ン間合成酵素の 働きによりプトレ ス シ ン ､ ス
ペ ル ミジ ン に転移 され ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ンが作られる｡ なお ､ 大腸菌の場合 は
ス ペ ル ミ ン合成酵素がな い の で ス ペ ル ミ ン は存在しな い ｡ こ の 生合成の律速酵素はODC
とsA M DCであり､ 両 酵素は ホ ル モ ン な どの 刺激に応答し､ 転写 ･ 翻訳 ･ タ ン パ ク質分
解 の レ ベ ル で精密な調節を受けて い る ｡ とくにODCは非常 に よく研究されており､ が ん
原遺伝子産物として の 作用が注目されて い る(3)｡ 一 方､ ポl)アミ ン の 分解過程で はス ペ
ル ミジ ン/ス ペ ル ミ ンN
l
- ア セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ(SSA T)に よりス ペ ル ミ ン ､ ス ペ )t'
ミ ジ ンか らそ れぞれN
l
1 7 セ チ)t'ス ペ ル ミ ン ､ N
l
- ア セチ ル ス ペ ル ミ ジン が 形成される ｡
その 後､ ポリ アミ ン オキ シ ダ ー ゼ によりス ペ ル ミ ジン ､ プ トレ ス シ ン に変換され ､ ポリ
アミ ン の 有効濃度が減少する ようにな っ て い る ｡ ちなみ に 同じタ ン パ ク質合成促進効果
を得る には ウサ ギ網状赤血球の グロ ビ ン合成で ス ペ ル ミ ン 0.0 8mM ､ ス ペ ル ミ ジ ン 0･4
m M ､ プトレ ス シ ン 8 mM である(4)｡ こ の 分解系の律速酵素はSSA Tで ､ ポリ アミ ン によ
りその 合成が強く合成され る ｡ また ､ ポリ ア ミ ン の取り込 み系 に関して は ､ 細胞増殖 に
おけるそ の重要性は ポ リ ア ミ ン の 代謝措抗剤の マ ウス に対する抗がん効果を通常食とポ
リ ア ミ ン欠乏食に分け検討した際､ その 抗がん効果がポリ ア ミ ン 欠乏食 で著しか っ た こ
とより示唆された(5)｡ ポリ ア ミ ン の 取り込 み系もホ ル モ ンな どの 刺激により応答し活性
化される こ と､ 複数存在する こ と ､ エ ネル ギ ー 依存性である こ と(6)な どが明らかとな っ
て い たが ､ 膜タ ン パ ク質である ため精製が難しく､ 動物細胞で は その 実体は明らかにさ
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れて い な い ｡ 大腸菌で はその 遺伝子 の ク ロ ー ニ ン グが なさ れ ､ タ ン パ ク質の構造も論じ
られ る レ ベ ル に解析が進展して い る(7)0
こ の よう にポリ ア ミ ン の濃度調節 に関する情報はかなり得られて い る が ､ ポリ アミ ン‾
の 生理作用 の分子 レ ベ ル で の 解明は遅れて おり､ 依然と して明確な答えが得られて い な
い ｡ その 突破口 として W ata n abeらは､ ポリ ア ミ ン と細胞内酸性物質との結合定数などを
実験で求め ､ ポリ ア ミ ン の 細胞内分布を コ ン ピ ュ ー タ ー で シミ ュ レ ー トした(8)｡ その 結
果､ 通常の ラ ッ ト肝臓で はス ペ )I,ミ ン の82%がR N Aと結合して存在 し､ 9
0/oザD N Aと結
合し ､ フ リ ー の ス ペ ル ミ ン はわずか1%であ る こ とがわ かり､ ポリ ア ミ ン は細胞内で
R N Aと主として 結合 し､ 細胞増殖を促進して い る と考えられた｡ R N Aとの 相互作用が重
要とな っ た の で ､ その 後ポリ ア ミ ンが細胞増殖 に貢献する作用点はタ ン パ ク質合成開始
反応 である こ とが明 らかとな っ た(9)｡ しか し､ 依然と して分子 レ ベルのメ カ ニ ズム は 実
証 されて い ない ｡
しか し､ ポリ ア ミ ン の 作用点は不明の まま でも､ ポリ アミ ン欠乏 に なれ ば細胞増殖は
阻害され る こ とからポリ ア ミ ン合成阻害剤を抗がん剤として開発する試みがなされて き
た｡ そ の 代表的なもの と して ､ ODCの不 可 逆的阻害剤である α - ジフ ル オ ロ メ テ ル オ ル
ニ チ ン(D F MO)とsA MDCの可逆的阻害剤であるメ チ ル グリ オ キサ
ー ル ビス グア ニ ル ヒ ド
ラゾ ン(MGBG)がある ｡ こ れ ら阻害剤の問題点として細胞を殺す(cellcidal)作用を有して
い な い ため に投与終了と同時に腫蕩の増殖が盛ん に な っ て しまうrebon ndが大き い こと ､
二 薬剤併用(D F MO＋MGBG)で な い と強い 抗 が ん効果を発揮 しない こ.と ､ か つ
- 薬剤
(D F MO)の 投与量 が多い こ と等が挙げられた(5, 10)｡ ち ょうどその 頃 ､ Po rterとBergero n.
の グル ー プは ポリ ア ミ ン の ビ ス エ チ ル誘導体が強い 抗が ん作用を示すことを細胞培養 レ
ベ ル で 報告した｡ その 作用機構として ビス エ チ ル 誘導体はポリ ア ミ ン分解酵素であ る
ssA Tを誘導し､ か つ 合成酵素であ るOD CとsA M DCの 量 を低下させ る こ とで ポリ ア ミ ン
量が低下するためで ある と報告した(ll, 1 2)｡
一 方､ Iga r a shiらは ､ ビス エ チ ルポ
l)ア ミ
ン の 中で も抗が ん剤として有望視されて い るN
l
,N
12
-his(ethyl)spe r min eは ポリ ア ミ ン と類
似 の細胞増殖促進作用を有して い る こ とを見出した(13)｡ との 結果に注 目する と､ ビス
エ チ ル ポリ アミ ン によ っ て細胞内の ポリ アミ ン量 が低下して も同程度の 量 の ビス エ チ ル
ポリ ア ミ ンが細胞内に存在して い れば細胞増殖は 阻害されない こ とに なる ｡ で は
一 体 ､
どの よう なメ カ ニ ズ ム で ビス エ チ ル ポリ ア ミ ン は細胞増殖を阻害する の だろうか?著者
は最初 にNl,N12- bis(ethyl)sper min eに よ る細胞増殖阻害を再検討す る こ と で こ の メ カ ニ ズ
ム の解明を試み た｡ そ の研究 によ っ て ポリ アミ ン が細胞増殖に貢献する濃度以上 に蓄積
した場合は細胞 に障害を与え る可能性があり､ これを阻止するポリ ア ミ ン分解系の 重要
性が浮かび上が っ て きた｡ ポリ アミ ンが毒性を示すの は ､ 血清中 に含まれる アミ ンオ キ
シ ダ ー ゼ に より酸化され ､ できた アク ロ レイ ン(CH2 -CH C HO)によ るとされてきたが､ ポ
リ アミ ン自身の毒性と いう観点で はなか っ た o そ こ で著者 は ､ その律速酵素の実体を明･
らかに し､ 分解系の 生 理的意義の解明 - と研究を展開した ｡ 本研究の発端は抗が ん剤 の
作用機構で ある が ､ 細胞毒として の ポリ ア ミ ン という､ 従来にな い 切り口 で ポリ アミ ン
の生理作用 の解明を試み た｡
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2 . Ⅳ
1
,
Ⅳ
1 2
-bis(etbyl)spermine によ る細胞増殖 阻害機構
ポリ ア ミ ン は細胞増殖に必須であ る の で ､ ポリ ア ミ ン量を低下させ る代謝措抗剤が抗
が ん剤として研究されてきた ｡ その 中で ､ ポリ アミ ン の ビ ス エ チ ル誘導体が培養細胞 レ
ベ ル で強 い 抗増殖効果を示すこと がpo rte rとBe rge r o nの グル ー プにより報告された｡
●
そ
の 作用機序として ､ ビス エ チ ル ポリ ア ミ ン はポリ ア ミ ン生合成の律速酵素である オ ル ニ
チ ン脱炭酸酵素とs･ ア デノ シ ルメ チ オ ニ ン脱炭酸酵素の 生合成を抑制し､ か つ ポリ ア ミ
ン分解系 の律速酵素である ス ペ ル ミ ジ ン/ス ペ ル ミ ンN
l
- アセ チ ル トラ ンス フ エ ラ ー ゼ を
静草し､ その結果ポリ ア ミ･ン量 が低下する ため である と報告され七い る(5, 10)o しかし､
著者らの グル ー プはビス エ チ ル ポリ ア ミ ン の 中で最も強くポリ アミ ン量を低下させ る効
果 のある ､ Nl,N12-bis(ethyl)spermine (B ESP M)が .以下 の 点 で ス ペ ル ミ ン棟 の 模能を有して
い る こ とを見出した : 1)ウサ ギ網状赤血球無細胞タ ン パ ク 質合成系 に お い て ､ グロ ビ ン
及びoD C の合成を促進｡ 2)ポリ ア ミ ン 欠乏 ウ シリ ン パ 球の細胞増殖を促進｡ 3)ウシリ ン
パ 球の ス ペ ル ミ ジ ン輸送を阻害｡ 4)ラ ッ トの 胃潰蕩を阻害｡ 従 っ て ､ B ESP Mに よる抗増
殖効果はポリ アミ ン 欠乏で は説明できない と考えられる｡ B ESP Mには
一 級ア ミ ンがない .
こ の ため ､ ssA T の基質とならな い の で代謝されずに蓄積する可能性が考えられ る｡ そ
こ で ､ 著者はB E S P M自身の蓄積が細胞増殖の 阻害を引き起 こすの で はな い かと仮説を立
て ､ その メ カ ニ ズ ム を再検討した｡
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Jl . 材料と方法
1)細胞培養お よ びDNA ･ タ ン パ ク質合成の測定
マ ウス F M3A細胞サブク ロ ー ンF28- 7株 (純系c H/HeNマ ウス 自然発生乳がん由来) は
埼玉大学理学部 の松崎博士より譲 っ て頂 い た ｡ Ayu s aw aらの 方法(14)に従い ､ 5 0 U /ml
str eptom ycin､ 1 00U/mlpe nicillin G､ 2% he at
-in a ctiv ated fetal c alf.
s e r u mを含むES培地
で培養した｡ B ESP Mま たはス ペ ル ミ ン の 効果を調 べ る時は血清中の ア ミ ンオキシ ダ ー ゼ
を阻害する ため に0.5 mM の ア ミノ グア ニ ジ ン を培地 に添加して行 っ た ｡ 【
3
Hlチミ ジ ン ま
た は【
3
H】ロ イ シ ン の 細胞 へ の 取り込み は ､ 37 k Bq【
3
H】チ ミ ジン (1 2 4 M Bq/m m ol)また は
101 k Bq【
3
H】ロ イ シ ン (5.25 GBq/m m ol)を2 ml の培地 に添加し ､ 2時間イ ン キ エ ペ
- ▲シ ョ
ン した後に測定した｡ 放射活性の測定はseyfriedとMo r risの 方法(1 5)に従 っ て行 っ た｡
2)酵素活性の測定
5 Ⅹ 1 0
7個の 細胞をo.8 mlのbuffe r(1 0mM Tris- HCl, pH 7.5, 1 m M ditbiotbr eitol, 20 %
glyc er ol, 1 mM E DT A, and 0.02 m M FUで-17 5)に懸濁 し ､ テ フ ロ ン ホ モ ジナ イザ - で細
胞抽出液を作製した｡ oDC及びsA M DC活性はⅩakin u m aらの方法(16)に従 っ て測定した｡
ssA T活性はMats uiら の 方法(1 7)に従 っ て測定した｡ ス ペ ル ミジ ン の 取り込みはKakin u m a
らの 方法(6)､ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 活性 はItoらの 方法(18)､ そ して ロ イ シ ルtRN A合成酵素
活性に つ い て はKu s a m a- Egu chi(19)らの 方法にそれぞれ従 っ て測定した｡ タ ン パ ク質の定
量はLo w ryらの 方法(20)に従 っ て行 っ た ｡
3)ポリ ア ミ ン及 びB ESP M量 の 測定
ポリ ア ミ ン (プ トレ ス シ ン ､ ス ペ ル ミジ ン及びス ペ ル ミ ン) はIgara sbiらの 方法(21)で
測定した ｡ B ESPM量 の測定 に関して は､ まずサ ン プ ルをIga r a shiらの 方法(22)で ダン シ
ル化した ｡ 次 に以下 の 条件で ダン シ ル誘導体をHP LC で分析した｡ カ ラ ム TSK ge1 0D S
80T M(4.6 m m x lOOm m)､ 溶出液 85%メ タ ノ ー ル ､ 流速 1 ml/min､ 37℃ ｡ 蛍光強度
は励起波長360 nm ､ 蛍光波長5 10 n mで測定した｡ ダン シ ル 誘導体 の保持時間はス ペ ル
ミ ジ ン 5.5 min､ ス ペ ル ミ ン 1 1min､ B ESP M27 minであ っ た｡
4)AT P量 の 測定
A T P の定量 はKim michらの 方法(23)に従 っ て ル シ フ ェ ラ ー ゼ酵素系で行 っ た ｡ 4 Ⅹ LO
G
個の 細胞を集め ､ 0.2 ml の0.2 M過塩素酸で抽出した｡ 抽出したA T Pは50 mM Iく2H PO｡を
含む1 M KOHで 中和後､ 測定した｡
5)ミ ト コ ン ドリ ア の 分画法
clarkら の 方法(24)に従 っ た ｡ 2 Ⅹ 10
7個 の 細胞をo.6 ml のis olation m ediu m(10 mM .
Tris- HCl,pH 7.4, 0. 2 5 Ms u c r o s e, 0.5 mM I(
＋
/E D T A)に懸濁し､ テ フ ロ ン ホ モ ジナイザ｢
で ホ モ ジ ナイ ズ(6 stroke s)した｡ 2,0 00Ⅹg ､ 2℃ ､ 3分 間 の 遠心を して､ 上清をさ らに
1 2,500Ⅹg､ 2℃ ､ 8分間 の 遠心を して得られたミ ト コ ン ドリ ア の 沈殿をis olatio n m ediu m
に懸濁後､ ポリ ア ミ ン もしくはBESP M の定量 に用 い た｡
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6)電子顕微鏡で の観察
2 Ⅹ 10
7個 の細胞を4% gluta r aldebydeを含む50 mM pota s siu mbuffer, pH 7.0で12時間､
4℃で 固定化し､ さら に1% OsO4で2時間 ､ 室温 にて 固定化した｡ エ タ ノ
ー ル 溶液で脱水
した後､ Epo n812 に包捜 した｡ こ の超薄切片を酢酸ウ ラ ニ ル とク エ ン酸鉛で染色した
･
｡
染色後の切片をHita chi H 700H電子顕微鏡で観察した｡
7)細胞内fre eCa
2十濃度の 測定
9 Ⅹ 10
6
c ells/3mlに調製したF M3A 細胞 に4FL M Fu r a･2AM (Dojindo Labo r atorie s,
Eum a m oto,Japa n) (2 5)をES培地 中37℃で60分間 ロ ー ドした｡ 細胞をas_s aybuffe r(10 mM
Mops- Tris, pH 7･ 2, 150 mM K Cl, 20 mM NaCl, 5 m M MgSO4, 0･2 mM EH2PO., O18 mM
E2H PO4, 0.49 mM CaC12, 2 5mM NaH CO3)(26)で洗浄後 ､ こ の a s s aybuffe rでFura
- 2封入
細胞を3 Ⅹ 106 c ells/mlになる よう に調製し､ トc mキ ュ ベ ッ トに い れて340 n m､ 3 80n m
の 2波長 に より励起し､ 蛍光波長480n mで の 蛍光強度比を測定した｡ caC12を除 い た
a ss a-ybuffe rに様々 な膿度 のCa
2十
/EGTA buffe rを加えてCa2
＋
標準液を作製 し､ 10 mg/mi
BSAと4FLM Fu r a- 2を加えて蛍光強度比(340n m/380n m)を測定して標準曲線を措 い た｡
こ の標準曲線より細胞内fre eCa
2十濃度を計算した｡ なお ､ pH 7.2におけるas s aybuffer中
で のCa
2＋
/EGT Aの 解離定数は316 nM として計算した｡
8)試薬
B ESP MはN- ethyl- N-(3- br o m opr opyl)-p- tolu e n e･ s ulfo n a mideを用 い る 方法(2 7)で城西大学
白幡博士 に合成して い ただ い た｡ D F MOおよ びEGBG はそれぞれMa rio nMe rrell Do wln c.
(cin cin n ati, O H)､ 日本カ ー バ イ ト工業社から譲 っ て い た だい た ｡ ス ペ ル ミ ン 三塩酸塩 は
ナカ ライ テス ク社から購入した｡
2 . 結果
1)B ESP MまたはD F M()/EGBG によ る細胞増殖阻害の 比較
ポリ アミ ン 生合成の律速酵素である オ ル ニ チ ン 脱炭酸酵素(OD C)の 阻害剤 α - ジ フ ル オ
ロ メ テ ル オ ル ニ テ ン(D F MO)とs- ア デノ シ ル メ チ オ ニ ン脱炭酸酵素(SA M D C)の 阻害剤であ
る エ チ ル グリオキサ ー ル ビス グア ニ ル ヒ ドラ ゾ ン(EGB G)とを併用添加した細胞をポリ ア
ミ ン欠乏の コ ン トロ ー ル 細胞 と した ｡ こ れは両 阻害剤を用 い る こ とで単独 に比 べ より効
果的 にポリ ア ミ ン 欠乏 を強く起こすこ とができ るためで あろ(28)0 Fig. 3 で示すよう に ､
D FMO十EGBGに よ る増殖阻害は添加後1日目か ら起こり､ ス ペ ル ミ ン の添加で 回復した｡
こ の D F MO＋EGBG添加細胞の増殖回復はス ペ ル ミ ン の かわりにB ESP M の添加で も2日 目
まで は み られ ､ ウ シ リ ン パ 球で の 結果がF M3A細胞 で も確認された(13)｡ 続 い て ､ .
B ESP Mに よ る増殖阻害の結果 に つ い て述 べ る ｡ 3 0〃 M B ESP Mによ る 阻害は添加後3日
目 か ら起き､ 5日 日 に は 細胞死 を引き起 こ した｡ ま た ､ 45〃 M ス ペ ル ミ ン 添加 で
D F MO＋EGBGの ような回復をする ことは できなか っ た ｡ B ESPM の添加量 の設定に閲し
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て は1〃M 添加 でも強く増殖阻害がみ られ ､ 30〃 M で最大に な っ たの で ､ 以後の 実験は
30iL Mで 行 っ た ｡
次にB ESP Mとス ペ ル ミ ン は同 一 の輸送系 で取り込まれる(13)の で ､ 2日目 にB ESP Mを
培地から取り除い た細胞 にス ペ ル ミ ンを添加した場合､ 増殖阻害が回復する か どうかを
調 べ た ｡ しかし､ Fig. 4で示される よう にス ペ ル ミ ン添加に よ る 回復 はなく ､ 最初の2日
間で蓄積したB ESP Mは ､ 6日 目 には細胞死を引き起 こ したo 一 方､ D F MO十E GBGで は増
殖阻害は強く起きて は い るが細胞死は起こ らず､ ス ペ ル ミ ン添加に より回復した｡ こ れ
らの 結果はB ESP Mに よ る 細胞増殖阻害 は ､ ポリ ア ミ ン欠乏 を起 こすD F MO＋EGBGと は
その 阻害様式が異な っ て い る こ とを示 して い る ｡
2)B ESP M､ ス ペ ル ミ ン ､ D F MO＋EGBGで 処理 した細胞 の各種酵素活性及び細胞内ポ
リ アミ ン量
細胞内ポリ ア ミ ン 量を調節する酵素の活性は ､ 細胞抽出液を透析し て 阻害剤やポリ ア
ミ ンを除 い た後 に測定した(Table1)｡ 以 前に報告され て い る(2 9)ようにODC及びsA M D C
の 活性 はB ESP Mで完全 に ､ ス ペ ル ミ ン で は 強く抑制されて い た ｡ DF MO＋EGBG で は
oDC活性は減少し､ S AM DC活性は増加して い た ｡ D F MO＋EGBGによりOD CとsAM D Cは
ともに安定化を受け､ 酵素タ ン パ ク質の 量 は増加する (デ ー タ未発表) が､ 活性に関し
て はSAMDCの み透析後､ 増加がみられた｡ こ れ はD F MO は不 可逆的な阻害剤でSA M D C
は可逆的な阻害剤 である こと によ る ｡ ポリ ア ミ ン 分解系 の律速酵素ssA T の活性は以前
に報告された(29)の と同様､ B ESP Mにより大きく増加し､ ス ペ ル ミ ンで も増加して い た ｡
一 方､ D F MO＋EGB Gで は本酵素の活性はや や減少して い た｡ ス ペ ル ミ ジ ン の取り込み 活
性は ､ D F MO＋EGBG で増加する が ､- こ れはBESP Mまたは ス ペ ル ミ ン の 添加で抑制され
た｡ こ れ ら の 結果は ､ SSA T活性 に関 して ス ペ ル ミ ン よ りも増大 して い る も の の ､
B ESP MはF M3A細胞内で ポリ アミ ンと して認識 されて い る こ とを示 して い る ｡ これは ポ
リ アミ ン 量 に依存する チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 活性(18, 3 0)の デ ー タで さ ら に指示された｡ チ
ミ ジ ン キナ ー ゼ活性 はD F MO＋EGBG に より減少する が ､ B ESPM 添加細胞で は減少がみ
られず､ む しろ ス ペ ル ミ ン の よう にD F MO＋EGBGで の 活性の減少を回復した｡ ロ イ シ ル
tR N A合成酵素の活性はポリ ア ミ ン によ る影響を受けな い コ ン トロ ー ル として測定した｡
続 い て ､ 細胞内 の ポリ ア ミ ン 量を測定した(Table 2)｡ 添加後2日 間はD F MO＋EGBGで
は増殖阻害が強く起きて い る(Fig. 3 a nd 4)にもかかわらず､ B ESP M添加細胞の ほうがポ
リ アミ ン量 の 減少はより激しか っ た ｡ 一 方､ 細胞内のB E SP M量 は コ ン トロ ー ル細胞の ス
ペ ル ミ ン量の 約5倍 に蓄積して い た ｡ 30iL M のか わり に1iL M のB ESP Mを添加し,た場合､
B ESP M の蓄積量及びポ リ ア ミ ン量 の減少は小さくなり､ 細胞増殖阻害も同様小さくな っ
た(デ ー タ未発表) ｡ 3 0〃 M B ESP Mと4 5〃 Mス ペ ル ミ ンの 両方を同時に添加した場合 ､
増殖はほと ん ど回復しなか っ たが ､ この ときのB ESP Mとス ペ ル ミ ン量 とを合計したア ミ
ン量 はB ESP M単独添加細胞とほ ぼ等しい 値であ っ た ｡ これ らの 結果はポリ ア ミ ン量 の 減
少よりもB ESP M自身の 蓄積量が増殖阻害に関わ っ て い る ことを示唆する ｡ Fig. 4にお い
てB E SP Mを添加後2日目 に取り除 い ても増殖は 回復しなか っ たが ､ Table 3で示される よ
うに5日巨=こはB ESP M量 は顕著に減少し､ ポリ ア ミ ン量 は増加して い た ｡ この 結果から ､
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Table 1. En zyrn e a ctivityin F M 3 Ac e)[stre ated byB E S P M,Sper min e,D F M Oa nd E G B G＋
Celts w eregro w nfo r2 daysinthe abs e nc eorpre s e nc e ofv ario u sinhibitors a nd/or
sper min e. T K,thymidin ekin a s e;LR S, Le u⊥tR N Asyntheta s e. Ea chValu eisthe a v erage
ofthre edete rminatio ns. Sta ndard errorw a swithin 士10%for e a chv alue.
Po[ya min e o rinhibito r En zym e a ctivity(pm oVmin/mg pr otein)
L R S
5 78
661
6 64
534
6 63
6 06
S A M D C S S A Tsper mid育ne T K
uptake
OD C
■■ ■ ■■ ■ ■ -
8.01
0.ll
0.45
0.27
Co ntr o一
B E S P M(30I)”)
Sper min e(45FJM)
D F M O(5 0〃M)＋E G B G(1〃M)
D E M O(50pM)＋E GBG(1pM) く0.06
＋B E SPM(3叫M)
D F M O(50FJM)＋E G B G(1Flu) o.o6
＋sper min e(4 5flu)
3.15
0.1 0
0.83
29.5
1.04
1.39
20.7
1 290
78.9
1 7.3
11 69
3 7.8
10.7
2.13
1.37
23.2
1.26
2.4 5
1 51
1 4 7
1 43
58
1 2 5
125
Table 2･ polya min e c o nte ntOf F M3A c e[[s tre ated byB E SP MI SPe r mineI D E M Oa nd E GB G･
Ceus w eregro w nfo r1, 3 or5 daysinthe abse n c e orpre se n c e ofv ario usinh hitorsand/or
sper min e. Ea ch v alu eisthe av erage ofthre edete rmin atio ns. Sta ndard error w a s within
±1 0 % for e a ch va山e.
Polya min e o rinhibito r Cultureperiod Polya mine c o nte nt(n m oVmgprotein)
(day)
putre s cin e sper midin e spe r min e B E SP M
Co ntrol
B E S P M(30〃M)
Spe r min e(45pM)
B ES P M(30〃M)
＋Spe r mjn e(45pM)
D F M O(50〃M)＋E G B G(1ELM)
D F M O(50pM)＋E G B G(1pM)
＋B ESPM(30pM)
1
3
5
1
3
5
1
3
5
1
3
5
1
3
5
1
3
5
5.72
3.74
0.59
く0.01
く0.01
く0.01
く0.01
0.ll
0.05
0.1 6
く0.01
く0.01
5.83
3.5 8
2.33
く0.01
く0.01
d ).01
1 2.9
10.4
4.56
1.96
0.08
0.ll
2.85
1.52
1.1 6
2.31
0.82
0.55
4.53
2.83
2.28
1.70
く0.01
0.05
5.4 3
6.7 9
6.98
3.30
0.7 2
0.27
1 4.6
1
1
2
1
1
6
4
1
7
5
.1
.2
.4
.9
.4
2
1
1
.4 8
.4 8
.
27
3.59
0.75
0.23
28.6
33.8
31.2
9.81
7.94
7.62
26.5
26.9
23.8
･9･
蓄積したB ESP Mは添加後早 い 時期に細胞に不可逆的な障害を起こ して い る ことが示され
た｡
3)B E S P M添加細胞 における増殖阻害､ ミ ト コ ン ドリアの障害及びAT P量減少の相関性
B ESP M添加細胞 に形態的変化が起きて い る か どうかを電子顕微鏡で しら べ た｡ Fi壷･ 5
で示される ように ､ B ESP M添加後2日 目の細胞で ミ ト コ ン ドリ ア の膨化が観察された ｡
一 方､ D FMO＋EGBGで は 異常 は認められなか っ た (デ ー タ未発表) ｡ そ して こ の とき
B E SP M添加細胞 で はA T P量が減少して い たが ､ D F MO＋EGBGで はみ られなか っ た(Table
4)｡
Fig. 5. Ele c亀r o m mic r ogr aphs oずc o軸 oI
『M 3 Ac oms(A)andB ESP M･t帽 ated F M 3 A
c eHs(a a nd C). N, n u cLe u s;M,∇ , mito cho ndria･
(A)m agnific ation x1 8 000;(B)x18 00 0;(C)x
4 0 000.
著者の 研究室で は以前にポリ アミ ン はある種の特定タ ン パ ク質､ 例えばチミ ジ ンキナ
ー
ゼ やD N Aポリ メ ラ ー ゼ α の 合成を促進す る こ と を見出 し(18, 3 0)､ こ の 結果から ､
D F MO＋EGBG添加細胞の D N A合成が阻害され る原因の 一 つ として ､ 複製に関わるタ ン パ
ク質の合成がポリ ア ミ ン 欠乏 によ っ て減少したためで ある と報告して い る(3 0)｡ Table 4
で示され るよう にD F MO＋EGBG添加細胞で は､ D N A及びタ ン パ ク質の合成活性は減少し
て い る がA T P量 は変化 して い なか っ た ｡ 一 方､ B ESP M添加細胞で は D N A及びタ ンノ)
c
ク
質の 合成活性の阻害率とA T P量 の 減少とが よく相関して い た｡ なお ､ 4 5〃 M ス ペ ル ミ ン
単独添加で はAT P量の 変化も高分子合成活性 の変化もなからた (デ
ー タ未発表) ｡ ミ ト
コ ン ドリ ア内のB ESP M量 を測定した結果､ 細胞質と同 レ ベ ルの 蓄積であ っ た(Table5)｡
こ れはス ペ ル ミ ン の 場合も同様であ っ た｡
I lo-
Table 3･ Polyamin ec o nte nt of F M 3 Ac ells o nthe day5 afb!rthe m ediu m excha nge
at the end o書day2. Ce=s w eregro w nfo rtw odays u nderthe c o nditions show ninthe
first colu m n of the table
, a ndthe m ediu m w a s cha ngedto thatsho w nin the s e co nd
colu m n of thetable atthe e nd of day2. Inc ubatio n w a s co ntin ued for a n otherthre e
days. Ea ch v alueisthe a ve rage ofthreedeter min atio ns. Standard error w as within
±10% for e a ch v alu e.
Polya min e orinhibito r Polya min ein
in m ediu mduringfirst m ediu mduring Polya min e conte nt(n m oVmg protein)
2days days 3-5
putre s cin e spe r midin e spe rm he BE SPM
No n e n o n e
B ES P M(30〃M)
B ES P M(30〃M)
n o n e
Spe r min ¢
(45〃M)
O167
3.94
0.28
5.1 0
4.94
0.30
6.8 1
2.00
6.0 1
ll.1
5.1
Table 4. Effe ct of inhibitors o nA TPc o nte nta nd the synthe s e s of D N Aa nd
proteinin F M 3 Ac e[[s. Ce=s w erelgrO W nfor2 days o r3 daysinthe absenc e or
pre s e nc e of B E S P Mor.D F M O＋
EG B G. Ea ch valueisthe av erage ofthre e
determin atio n s. Sta ndard error w a s within ±10 % fo r e a ch valu e.
lnhibito r Cultu re ATP c onte nt
pe r[od(days)
ln co rpor atio n of
[3”)thymidin e [3H]Ie u cine
pm oL[JJgD N A(%) cpm/fJgD N A(%)
Co ntrol
B E S P M(30〃M)
D F M O(50〃M)＋
E G B G(1〃M)
Contro一
B ES P M(30〃M)
DF M O(5 0〃M)＋
E G B G(1〃M)
191 (1 00)
72
.(38)
1 75 (92)
129 (100)
24 (19)
134 (104)
2992(1 00)
1649 (55)
866 (29)
2 9 56 (1 00)
689 (2 3)
507 (17)
9 7 4 (1 0)
609 (63)
2 8 2 (29)
818 (100)
291 (3 6)
2 7 8 (34)
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Table 5. Po)ya minedistributioninF M 3Ac eltstreatedbyBES P Ma ndspermine . Cels
w eregrownfor1 dayinthe abs ence o rpre se nc e of B E S PMo r sper mine. Ea ch va[u eis
the a verage ofthree determin ation s. Sta nda rd e rror w as within A:1 0 % foreachv alue.
Polya min e o r Ce‖fra ctio n PoJya min e c o nte nt(n moVmg pr otein)
inhibito r
putre s cin e spe r midin e sper min e B E SP M
Co ntr ol
B E S P M(3 0tJM)
totalcell
cytopla s m
mito cho ndria
totalc eH
cytopla s m
mito cho ndria
Sper min e(4 5pM) totaLceIJ
cytopla s m
3
.
8
7｡6
2.9
d I.01
也)
.
01
<0.01
i ).01
也).0 1
mito cho ndria a ).0 1
16.0
18.3
l l.7
0.5
1.0
0.6
2.6
3.3
2.5
7.2
8.5
7.6
3
.1
3.8
2.0
1 8.0
19.2
1 6.6
3 3
.
3
3 2.1
2 8.9
Table 6. Effe ctof inhibitor s o nfre eCa2＋ c o n c e ntratio nin F M3A c eI[sI Cells w ere grow n
for2days or4 daysinthe abs e n c e orpre s e n ce of B E S P MorD F M O＋ E G BG. Culture w a s
startedvdth 3 x104 c e=s/ml, e x c eptthatthe c o ntrolc ultureharve sted o nday4 w as started ”
.
th
1 04 c ells/mI･ Each v alu eisthe a verage ofthre edetermin atio n s･ Standard error w a s w
･
thin ±
1 0 % forea chvalu e.
'nhibitor Culture(days) :.eだad;neSty(c
a:.‡9p?) [ca
2')(n”)
Co ntrol
B E S P M(3 0FIM)
Sp¢r min ¢(4 5〃M)
DF MO(5 0I)”)＋ E G B G(1FJM)
Co ntrol
B E S P M(3 0〃ND
Sper min e(45ELM)
D F M O(5 0FJM)＋ E G B G(1FJM)
4 3 0 32
2 3 0 45
420 34
16 4 5
8 0 0 9 8
3 6 0 2 5 1
770 84
23 0 50
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次に細胞質 のCa2
十
濃度が増加して い るか どうか調べ た(Table6)｡ 細胞増殖 の阻害が起
きて い な い2日目 にお い て ､ B ESP M添加細胞 で は細胞質ca2
十
濃度の増加は みられなか っ
た ｡ しか しなが ら､ 阻害されて い る4日目 に なると増加が顕著に み られた｡ こ れはミ ト
コ ン ドリ アが障害を受けたためにミ トコ ン ドリ ア内に蓄積して い るCa2
十
が放出されたた
めである と考えられた(31, 32)｡ 一 方､ その 他の 細胞 で はこ の 増加はみられなか っ た ｡
なお ､ 細胞密度の 上昇で もわずかな増加がみられた｡
3 . 考察
B E SP M添加によ っ て ポリ ア ミ ン欠乏となっ た細胞は以下 の点でD F MO＋EGB Gとは異な っ
て い た｡ 1)B ESP Mによ る増殖阻害をス ペ ル ミジ ン やス ペ ル ミ ン の 添加で解除 で きなか っ
た ｡ 2)B E SP M添加細胞 における様々 な酵素活性はポリ ア ミ ン 欠乏 の 様相を反映して い
なか っ た｡ 3)添加後2日 日まで はB ESP M添加細胞 の増殖は 正常にもかかわらず､ 増殖 阻
害が起きて い るD F MO＋EGBG添加細胞 よりも ポリア ミ ン量 の減少が激しか っ た ｡ 4)増
殖阻害と高分子合成の 阻害が､ ミ ト コ ン ドリ ア の膨化及びA T P量 の減少と相関して い た｡
5)B ESP Mにはcellcidalな効果があっ た｡ B ESP M の蓄積量は コ ン トロ ー ル細胞の ス ペ ル ミ
ン量 の5倍であり､ 以上の 実験結果からB ESP M の蓄積の増殖阻害 へ の 関連性が示された｡
近年､ ビス エ チ ル ポリ ア ミ ン に よる増殖阻害がそれ自身の蓄積に よ るも の であると い
う提案がBas uら に よ っ て な された(33)｡ そ の誘導体は N
l
,
N
14
- his(ethyl)ho m o spe rmin eで あ
る ｡ 彼らは この 誘導体自身に ポリ ア ミ ンと して の機能はな い が コ ン トロ ー ル細胞の ス ペ
ル ミ ン量 の3-4倍 の蓄積をし､ ポリ アミ ン のD N A上 の 結合部位を奪うこ とで 増殖阻害を
起 こすと主張して い る ｡. 一 方 ､ ス ペ ル ミ ン は 一 級 アミ ンが存在して い る の で 分解系の律
速酵素であるSSA T の基質に な っ て しま い ､ アセ チ ル 化され ､ 蓄穫さ れる の は困難であ
る ｡ しかし､ 1 mM と い う高濃度の ス ペ ル ミ ン添加でbaby-ha m ste r-kidn ey細胞の増殖が阻
害され こ の 原因として ス ペ ルミン が コ ン ト ロ ー ル細胞 の ス ペ ル ミ ン量の6倍蓄積したた
めである と いう報告(34)や ､ 著者らの 研究室にお い て もその 後2 m M の ス ペ ル ミ ン添加で
F M3A細胞の 増殖が阻害され る と いう報告がある(35)｡ これ らの 知見 は著者の 主張を支
持して い る とい える ｡ 逆に細胞外にス ペ ル ミ ン がかなり大量 に存在して い る場合に細胞
に と っ て毒に ならない ように ポリ アミ ン分解系が存在して い る の で は と考えられる｡
さらに蓄積したB ESP Mが どの ようなメ カ ニ ズ ム で増殖阻害を起 こすの か に つ い て詳細
に検討したとこ ろ ､ ミ ト コ ン ドリ ア の膨化が電子顕微鏡で観察された0 s- ア デノ シ ル メ
チオ ニ ン脱炭酸酵素 の 阻害剤 であ る メ チ ル グリ オ キサ ー ル ビ ス グ ア ニ ル ヒ ドラ ゾ ン
(MGBG)は細胞内に mM のオ ー ダ ー で蓄積 し(28)､ ミ トコ ン ドリ アの 形態を変化させ(36)､
機能を損なわせ る(37)と い う性質がある｡ MGBG はス ペ ル ミ ジ
-
/と構造が似て い る
′
の で ､
これらの 報告は蓄積したポリ アミ ン や その 誘導体がミ トコ ン ドリ ア に障害を与える と い
う考えを支持する ｡
B ESP M添加細胞 の ポリ ア ミ ン量 は極め て微量 にな っ て い る ｡ これ に よりBESP Mでは
代用 できない ポリ ア ミ ン の 機能が存在する場合 に増殖阻害の 原 因となる可能性がある ｡
こ の点に 関して は､ eIF- 5 Aとい うタ ン パ ク 質が機能する にはス ペ ル ミ ジ ン由来の ハ イ プ
シ ン化が必要であり､ こ の ハ イ プシ ン化が酵母の 生育 に必須であ る と いう報告がある
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(38)｡ ス ペ ル ミ ジン か らの ハ イ プシ ン合成はB ESP Mで は代用 で きな い 0
次にミ ト コ ン ドリ ア - の 障害に関 して 考察したい ｡ 動物細胞 におけ る ポリ ア ミ ン の 細
胞内分布が最近著者らの 研究室で報告された(8)｡ そ の結果 ､ 細胞内の ポリ ア ミ ン の80 %
以上がR N Aと結合して い る ことが示された｡ ポリ ア ミ ン はタ ンパ ク質合成を促進するが ､
その 説明 の 一 つ と してtRNA のア ミノ アシ ル 化の 促進が報告されて い る o ミ ト コ ン ドリ
アtR NAの多くは以下 に述 べ る点で そ の 他のtR N Aに比 べ 異常な構造 であ る ｡ 1)GT¢
cRAと いう共通配列が欠損して い る ｡ 2)clo v erle af構造にお い てT中Cル
ー プの 長さが通
常のtRNAで7塩基であ る の が ミ ト コ ン ドリ アtR N Aで は3 - 9塩基 と様々 な長さ にな っ て
い る ｡ 3)最も特異なの はtR N A
Serにお けるD arm の 欠損であ る(39).1 こ の ようにミ トコ ン
ドリ アtR N Aは 三 次元構造をとる時 の 相互作用が弱くな っ て い る ｡ 蓄積 したB ESP Mが異
常なミ ト コ ン ドリ アtR N Aの ア ミ ノ ア シ ル化 になん らかの 影響を与え､ ミ ト コ ン ドリ ア
の タ ン パ ク質合成が阻害され ､ その 結果ミ ト コ ン ドリ ア に障害が起こ る の かもしれな い ｡
なお ､ 蓄積 したB E SP Mが ミ トコ ン ドリ ア の タ ン パ ク質合成を細胞質よりも選択的に阻害
する と い う結果が後 に著者らの 研究室から報告された(93)0
最終段階で の細胞死もB ESP Mに よ る増殖阻害の 特徴の 一 つ で ある ｡ in v･1
'
tI･0におけ る
神経細胞の死は細胞質ca2
＋
膿度の 増加と関連性があると い う報告がある(40)0 B ESP M添
加後4日目 に細胞質ca2
十濃度が増加して い たが ､ その 後に起 こ る細胞死と関係して い る
かもしれな い ｡
以上 ､ まとめる と ､ B ESP Mによ る細胞増殖阻害はポリ アミ ン 欠乏で は なく､ それ自身
の蓄積が ミト コ ン ドリ ア に障害を与え､ A T P量 を減少させ るこ とが原因であるとい える ｡
-1 4一
3 . 大腸菌ス ペ ル ミ ジ ン ア セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の構造と性質
B ESP Mに よ る細胞増殖阻害機構を再検討した結果､ ポリ ア ミ ン分解系は増殖推特に 必
要なポリ ア ミ ン量 の 調節系の 一 部である ､ と同時に細胞外からの ポリ ア ミ ン の 蓄積を防
ぐという重要な役割をも つ と考えられた｡ しかし ､ その 解析は ポリ アミ ン の 生合成系や
輸送系に比 べ 遅れて い る ｡ そ こ で解析 の容易な大腸菌を材料に革んだ｡ しかし､ 大腸菌
の ポリ ア ミ ン分解系 の律速酵素であるス ペ ル ミ ジ ン ア セチ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ(SA T)
に関する これまで に報告された知見は ､ 動物細胞 のSSA T(4 1)に比 べ 遅れて おり以下 に挙
げる程度である｡ 1)動物細胞のSSA Tは ポリ ア ミ ンやポリ ア ミ ン 誘導体で活性上昇が観
察される が ､ 大腸菌s A Tは活性の変動は な い ｡ 2)ス ペ ル ミジ ン の アセ テ ル化 は培地 のpH
の 上昇(4 2)や低温 シ ョ ッ ク(43)で増加する こ とが報告されて い る が ､ そ の とき ､ ア セ チ
ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 活性は変動しな い(4 4)｡ こ の ような背景からも本酵素の実体を
明らかにする必要性が考えられたの で ､ まず精製を試み ､ さらに遺伝子 の クロ ー ニ ン グ
を行 っ た｡
1 . 材料と方法
1)菌株及び培養条件
大腸菌野生株w 3110及びポl)ア ミ ン要求株MA26 1(speB spec s eTA thI･ 1e uth17(4 5)はL B
培地また は6 アミノ酸を漆加したM9培地で培養した(46)｡ プラス ミ ドpU C l19(4 7)または
ps A T l､ pS A T 2及びpsA T3を導入した大腸菌はampicillinを100〃 g/mlの 濃度に なる よう
に培地 に添加した｡
2)SA T活性の測定
sA T活性は【a c etyl- 1-
14cla cetyl-CoA(ICN Bio m edic als, In c)の アセ チ ル ス ペ ル ミジ ン へ の
取り込みをみる こ と で測定した(17)｡ 反応液(o.1 ml)の 組成は20 mM Hepe s- KOH, pH 7･5,
10 FL M [a c etyl
- ト
14c】ac etyl･ CoA(1.48 kBq), 3 mM ス ペ ル ミ ジ ンで あり､ 酵素を添加後
37℃ で5分間イ ン キ エ ペ - ト した ｡ 本反 応条件で は10分 間 は線形であ っ た ｡ s A Tの1
n nitは上記 の条件下 ､ 1分間 に ア セ テ ル ス ペ ル ミ ジ ン を1〃 m ol生成す る酵素量 と定義し
た｡ 基質または 阻害剤 のKm億及びKi値を二 重逆数プロ ッ トで求めた.
3)SA T の精製
6種類 の大腸菌株 の100,000Ⅹg上浦に つ い てS A T活性を測定したと ころ ､ M A 261株が
最も比活性が高か っ たの で ､ 本棟か らS ATを精製した｡ L B培地 で培養したM A 261株か
らの100,000 Ⅹg上浦(1 2.3g ofpr otein)8まW ata n abeらの 方法(48)に従 っ て 調製した｡ そ の
際の 緩衝液は ､ 10 mM Hepes- KOH, pⅠⅠ7.5, 10 mM 酢酸 マ グネシ ウ ム , 0.3 M E Cl, 6 mM
21 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 10FLM F U T
- 1 7 5, 1 m M ス ペ ル ミ ジン と い う組成 に した｡･
100,000 Ⅹg上浦に最終濃度o.5 %と なる ようス ト レ プトマ イ シ ンを添加し､ 100倍体積の
buffer Aで 一 晩透析 した｡ Buffer A の組成は10mM Hepe s- KOH, pH 7.5, 0.i m M E D T A,
50 m M ECl, 6 m M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 100/.グリ セ ロ
- ル
,
1 0FL M PUT
- 1 75,
- 1 5･
0.0 2% Brij35, 1 mM スペ ル ミ ジ ン とした｡ pHを10.5に上昇する こ とで 透析 によ っ て で
きた沈殿をbuffer A に溶か した｡ 可溶化したタ ン パ ク 質溶液(186mg of protein)をbuffe r
Aで希釈後､ w hatm a nD E52の カ ラ ム(4.6 Ⅹ 1 2c m)にア プラ イ した. sA Tは150mM KCl
を含むbuffe rAで 溶出された｡ 続い てSA Tの分画(1 5.3 mg ofpr otein)を whatm a nC M 5 2の
カ ラ ム(2 Ⅹ6 c m)に ア プライ した｡ sA Tは先程と同じ媛衝液で溶出された｡ 最終段階と･ し
て ､ SA Tの 分画(2.1 m g ofpr otein)をcoA-Sepharo seカラ ム(1 Ⅹ8 cm)に ア プラ イ した｡ こ
の カ ラ ム はRya nらの 方法(49)に従 っ てCoAとsepbaro se 4 Bで合成した｡ 300 mM I(Clを含
むbuffe rA で洗浄後､ sA Tは30m M A D P及び300 mM KClを含むbuffe rAで溶出された｡
4)SA Tに よ る反応生成物の 同定
ポl) アミ ン をIgara shiら の方法(2 2)で ダン シ ル 化し､ TSK gel0DS 80TM カ ラ ム(4.6 Ⅹ
1 0 0m m) (Toyo Soda)を装着したH P L Cで 分析した ｡ 条件は溶出液62%メ タノ ー ル ､ 温皮
4 2℃ ､ 流速1 ml/minで 行 っ た ｡ 蛍光強度は励起波長360n m､ 蛍光波長510 n mで測定し
た｡ ダ ン シ ル 化 したN81 ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 及びNl- ア セテ ル ス ペ ル ミジ ン の保持時間
はそれぞれ33.3分 ､ 35.7分であ っ た｡ ポリ ア ミ ン (プトレ ス シ ン ､ カ ダベ リ ン ､ ス ペ ル
ミ ジ ン及 びス ペ ル ミ ン) はIga r a shiらの 方法(2 1)で定量 した｡
5)ゲル ろ過に よ る分子量の測定
精製sATを TSKgel G 3000SW (2.15 Ⅹ 30c m) (Toyo Soda)に か けて緩衝液(10mM
Hepes
- EOH, pH 6.8, 0.1 mM E D T A, 1 00mM 酢酸カリ ウム , 6 mM 2･ メ )I,カ ブト エ タ ノ ー
ル
, 1 0
0/.グリセ ロ - ル , 10p M F U T･ 1 7 5, 0,02%Brij35,1 mM ス ペ ル ミ ジ ン)で溶出した｡
1- mlずつ の 溶出分画 に つ い てSA Tの 活性を測定した｡ ス タ ン ダ ー ドと して ､ フ ェ リテ ン
(450k Da)､ ア ル コ ー ル デ ヒ ドロ ゲナ - ゼ(1 50 kDa)､ ウシ血清ア ル ブ ミ ン(68k Da)､ カ ル
ポ ニ ッ ク ア ン ヒ ドラ - ゼ(30k Da)､ 及びリゾチ ー ム(1 4.5 kDa)を用い た ｡
6)タ ン パ ク 質の ア ミノ 酸配列決定
フ ェ ニ ル チオ ヒ ダ ン トイ ン 分析装置(Applied B io syste m s m odel 12 0A)を備えた自動 エ
ドマ ン分解装置(m odel470 A)を用い て精製sA Tを分析した｡ N末端よりも内部の アミ ノ
酸配列を調 べ る ため にS A Tを電気泳動後 ､ p v D F膜(M ilipore Corp.)に転写 し､ s ATを含
む部分を切り､ 1FLgの Achr o m oba cter pr ote a s eIを含 む反応液(o.2 ml)中 にて
一 晩37℃ で
イ ンキ エ ペ - トした(50)｡ その 際の 緩衝液は100m M Tris- HCl, pH 8.3, 50/.ア セ ト ニ い)
ル という組成で行 っ た ｡ 得られ た ペ プチ ドをH P LC(He wlett･Pa ckardlO90M , diode a r ray
dete cto r付)を用 い てPierc eChe mic alCo. R P･3 00 C8カ ラ ム(写.1 Ⅹ 100m m)で分離した. 港
出は0.1%トリ フ ル オ ロ 酢酸を含むo-6 0 %a c eto nitrile gr adie nt(1% ac etonitrile/min)にて 速
度o.3 ml/minで 行 っ た(5 1)｡ アミ ノ酸配列決定 に適した ペ プチ ドを自動 エ ド マ ン分解装
置で分析した｡
7)SAT遺伝子 の ク ロ ー ニ ン グと遺伝子 マ ッ ピ ン グ
は じめにN末端及び内部ペ プチ ドから コ ド ン の 縮重が少な い 配列を2箇所選ん だ｡ そ の
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アミ ノ酸に対応する塩基配列を持つ 長さ20ヌ ク レ オチ ドの オリ ゴ ヌ ク レオチ ド2つ を ､
M illige nCyclo ne Plu sD NA syntbe size rを用 い て ホ ス ホ ア ミ ダイ ト法で合成した｡ 次 に2
つ の オリ ゴヌ ク レ オチ ドをプラ イ マ ー と し､ 大腸菌w31 10株の 染色体D N Aを鋳型 に し
てSa chsら の 方法(5 2)に従 っ てP C Rを行 っ た ｡ マ ル チ プライム D N Aラ ベ リ ン グシ ス テ ム
(Am ersha mCo rp.)を使用 し､ 得られた2 50ヌ ク レ オ チ ドの 長さの PCR産物を比活性が2 Ⅹ
10
9
cpm/FLg D N Aにな る よう【α -
3 2p】dC T P(3000Ci/m m ol)で ラ ベ ル し､ ハ イ プリ ダイゼ -
シ ョ ン の プロ ー ブにした｡ 一 方で大腸菌染色体の ライ ブラリ ー を以下の 手順 で作製したo
1)染色体D N Aを制限酵素月a 皿HIで 消化後､ 電気泳動をし､ 4.7 kbの DN Aフ ラ グメ ン トを
抽出し ､ ベ ク タ ー pU Cl 19に挿入 した｡ 2)Ma niatisらの 方法(5 4)に従 い 大腸菌D H 5α 株
(s upE44 △1a cU 169(〆801acZ △ M 1 5)hsd R 1 7recA le ndA lg yTA96t*
'
-i relAl)(53)に
導入 した｡ そ して Ma niatisら の方法(5 5)で コ ロ ニ ー ハ イ プリ ダイゼ - シ ョ ン を行 い ､
SA T遺伝子(spec)を持つ 2つ の プラス ミ ド(pSA T l及 びpsA T 2)を得た｡ こ の2つ の プラス ミ
ドはpUCl19の Bam HIsiteに互 い に反対方向に挿入されて い た｡ サザ ン ハ イ プリ ダイゼ -
シ ョ ン はKo skiらの 方法(56)に従 っ た ｡
32
pで ラ ベ ル されたpcR産物で大腸菌gen e- m apping
m e mbra n e(TaKaRa Bio m edical,Japa n)に対 し ハ イ プリ ダイズ を行 っ た ｡ s A T遺伝子(spec)
の位置はKoharaの ク ロ ー ン(5 7)に対応する ハ イ プリ ダイズ の ス ポ ッ トで 同定した｡
8)D N A塩基配列 の決定とタ ン パ ク質の ア ミ ノ酸配列の ホ モ ロ ジ ー
は じめ にpSA T 2か ら2.7 kbのEc oR V･ Sm aI(Sm aIはpu Cl 19由来)フ ラ グメ ン トを取り除い
た｡ 次 に残 っ た部分を ライ グ ー シ ョ ン しpSA T3と した ｡ そ して ､ ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ
M 13KO7(4 7)を用 い てpSA T l及びpsA T3か ら 一 本鎖D N Aを調製し､ 2 kbの Ec oRV- Ba mHI
フ ラ グメ ン トの 塩 基配列を決めた｡ シ ー ク エ ンス はSa nge rらの 方法(58)で行 っ た ｡ タ ン
パ ク質 の ア ミ ノ酸 配列 の ホ モ ロ ジ ー はD N ASISプロ グラ ム(HitacbiSoftw are Engine ering
Co. Ltd)を用 い ､ Ne edle m a nらの 方法(59)に従 っ て 解析した｡
2 . 結果及 び考察
1)SATの 精製と性質
Table 7に精製の結果をまとめた｡ 大腸菌sA Tは非常 に不安定である ため､ 媛衝液 - の
ス ペ ル ミ ジ ン とBrij35の添加が必須であ っ た ｡ Fig. 6のSDS- ポリ アクリ ル ア ミ ドゲ ル 電
気泳動の結果で示され る よう に精製したSA Tは ほ ぼ均 一 にな っ て い た . その バ ン ドの 分
子量 は約2 4 k Daと推定された ｡ s A Tは100,0 00Ⅹg上清 か ら約40,0 00倍 に精製された
(Table･ 7)の で ､ こ の タ ン パ ク質は大腸菌の タ ン パ ク質 の 中 で は微量 で ある と い える ｡
SA T の比活性は2 5 5u nits/mgproteinであり(Table 7)､ この 億はヒ トのSSA T(60)とほ ぼ等
しい 大きさであ る｡
sA Tに よ るス ペ ル ミ ジ ンか らの 生成物を調 べ る ために14c でラ ベ ル され た生成物をダ ン
シ ル化し､ H P LC で分析した｡ Fig. 7で示さ れる ようにSA Tによ っ て でき たN
l
- 及びN8- ア
セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン の 量が ほ ぼ等しい こ とか ら ､ 大腸菌sA Tは基質特異性が動物細胞の
SSA T(60,61,62)とは異 な っ て い る こ とがわか っ た ｡
-1 7-
Table7. Purificatio no甘S ÅT 甘rom Es ch8njchiaco]I
'
M A 261
Totalprotein Totala ctivity Spe cific activity Purific atio n Yjedd
step (mg) (u) (”/mg) (fold) (%)･
1. SI O 1 2300
2. Strepto mycin 1 86
3. DE ÅE- Cellulo s e
4, CM ･CeHulo s e
7 9.8 0.0064 9 1 1 0 0
70.0 0.376
1 5.3 55.4 3.62
2.66 31.2 1 1,7
5. CoA ･S印 ha ro s ¢ 0･062 15･8 255
5 8 87,7
558 69A
1 800 39.1
39300 1 9.8
1 U = 1tJ mOVmin
姐 盈
9磯 -
6 ⑳ -
亀5 -
3 ⑳ -
乱8 -
㊥ 鮎題
関 息 2 3 慮 5
Fig･ 6･ Sodiu mdodecyls ulfate
-polyac ryla mide stabgelelectr opho re si
ofpr otein $
obtain ed after e a ch pu rific atio n step･ EIe ctropho re si w a sperfor m ed bythe m et
hod of
La e m mli(7 7)u声ing13 %a cryLamide slabgeLs･ Nu mbers o ntheleHrepre s e nt m ole c u一a
r
m a s sin kDa. M, m o]ecu]ar standard mass m a rkers;1, 100, 00xg s upe
rnatant;2,
strepto mycLn Precipitate;3, D E A E
-c e”ulos efra ctio n;4, C M- c ellulo sefra ctio n;
5
,
CoA-Sepha ro sefra ctio n･
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次にn ativ eな状態で の 分子量 を ゲル ろ過で分析した｡ Fig. 8 で示される よう にSA T の活
性は約9 5kDaの位置 に溶 出した ｡ この結果からn ativ eな状態のSA Tは4つ の同 一 サブ ユ ニ ッ
トで構成されて い ると推定された ｡ ヒ ト及びラ ッ トのSSA Tはテ トラ マ -(60, 61)､ ま た
トリ のSSATは ダイ マ -(62)であ ると報告されて い る ｡
ス ペ ル ミ ジン の濃度を3 mMと した場合､ アセ テ ルCoA の Km値は2.0 ±0.l l/∠M ､ C･oA
及びA D P の Ki値 はそ れぞれ3.6 ± 0.2 5FLM ､ 107 ± 26iL M であ っ た ｡ アセ チ ルCoA の濃
度を10p M と した場合､ ス ペ)レミ ジン 及びス ペ ル ミ ン の Km値は それ ぞれ1.29 ± 0.2 1
mM ､ 22 0 ± 15FL M で あ っ た ｡ B ESP D及びB ESP Mの Ki値 はそれぞれ1.57 ±0.31 mM ､
64 5 ± 7 5〃 M であ っ た ｡ ヒ トのSSA Tにおける ア セテ ルCoA ､ ス ペ ル ミ ジ ン及びス ペ ル
ミ ン のEm値はそれぞれ5.9､ 5 5､ 5FLMであり､ B E SP D及びB ESP M のKi億はそれぞれ7･9､
1.9〃 Mで あると報告されて い る(60)0
大陽菌を高pH条件や低温 シ ョ ッ クで培養すると アセ チ ル ス ペ ル ミ ジン量 が増加するが ､
sA T活性は上昇しな い と いう報告も再確認 した ｡ 動物細胞 のSSAT活性 はB ESP Dや
B ESP M で強く誘導される(1 2, 6 3, 64)が ､ 大腸菌で はみ られなか っ た ｡ SA T活性の 上昇
は大腸菌を栄養条件の 悪 い 培地 で培養した場合にの み み られ た｡ Table 8 で示される よ
うにM9培地 で培養した場合､ L B培地とくら ベSA T活性が2.5 - 3.5倍 に増加して い た ｡
現在の と こ ろ ､ SA Tを誘導する唯 一 の 条件である ｡ 大腸菌の菌体内の フリ ー の ス ペ ル ミ
ジ ン濃度は50 - 250〃 M と推定されて い る(6 5)の で ､ 大腸菌sA T の存在量が微量 であ る
事実と併せて考える とs AT及 びポリア ミ ン オキシ ダ ー ゼに よる分解系は動物細胞 に比 べ ､
それほ どactiv eで は ない と考えられた｡
2)SAT遺伝子 の ク ロ ･ - ニ ン グ
精製sATを エ ドマ ン分解で分析しFig. 8で示される部分 ア ミ ノ酸配列を得た｡ sA T の N
末端はメ チオ ニ ン で は なく ､ プロ リ ン であ っ た ｡ コ ドン の 鮪重が少な い 配列を選び､ オ
リ ゴ ヌ ク レ オチ ド(Ⅰ)と(ⅠⅠ)を合成した｡ (Ⅰ)と(ⅠⅠ)を プライ マ ー とし､ 大腸菌染色体D NAを鋳
型 にしてP C Rを行 っ た ｡ その 結果 ､ 2 50ヌ ク レ オチ ドの 長さの
'
p c R産物を得た｡ こ の 産
物を ハ イ プリ ダイゼ - シ ョ ン の プロ ー ブとし､ 大腸菌染色体の サザ ン分析を行 っ た｡ こ
の プロ ー ブは3.i kb Ec oRI､ 4.7 kb Ba mHI､ 及 び8.6 kb PstI フラ グメ ン トと ハ イプリ ダ
イズ した｡ そ こ で ､ D N Aライ ブラリ ー を4.7 kb βa 皿HI フラ グメ ン トと ベ ク タ ー pUC l19
とで作製した｡ 3 0個 の コ ロ ニ ー から32pで ラ ベ ル され たpcR産物によ る ハ イ プ1) ダイゼ -
シ ョ ンで2つ の ク ロ ー ン を得た｡ こ の2つ の ク ロ ー ンpS A T l及びpsA T 2はpuCl19 へ の 挿
入方向が反対 にな っ て い る だけで4.7 kbフ ラ グメ ン トは 同 一 の も の であ っ た ｡ psA Tlを
導入 した大腸菌の ほうがpSAT2に比 べSA T活性が大きか っ キo pS A Tlを導入した大腸菌
w3110株ま たはM A 261株の 細胞抽出液のSA T活性はそれぞれ40､ 7.1倍に増加して い た
(Table 8)｡ pSA Tl導入株もM9培地で培養した場合､ L B培地に 比 べ ､ SA T活性が増加し
た(Table 8)｡
先程の プ ロ ー ブを今度 は大腸菌ge n e- m apping mem mbr aneに ハ イ プリ ダイズ させ たと こ
ろ ､ 大腸菌染色体 の遺伝地図上 の35.6分にSAT遺伝子(spec)が位置して い る こ とが わか っ
た｡ こ の位置をカ バ ー して い るkoha r aの Å フ ァ ー ジの ク ロ ー ン は7 B6及び6F6 であ っ た｡
12 0･
Peptide 1
Peptide 2
Peptide 3
Pep朋de 4
P S A M S V K L R P L E R E D L RY V MQL D N N A S V M R Y W F E E P Y
(i) ～
MIM D Q S E R R F V V E
L A M D Y G F T V L N LY
ヰ - ー +2)
L Y u V D K
OIigo n u cBe otide(I) 5--TA T TGG m GAG GAG ⊂(I TA･3
T
(⊂) (A) (C)
o rlgO n u Cle otide(”) 5
T
-Å⊂I GTG A AI ⊂(G T AG T((A T･3
-
(G) (A) (G) (A)
Fig･ 9･ A min o a cids equ e n c e ofpeptide s a nd s equ e n c e of
oligo n u cle otide s u s ed P C R･ Amin o a cids equ en c e w a sdete r min ed
byE dm a ndegr adatio n :peptide1,N H-te r min alpeptide;peptide s2
-4,
peptide s obtain ed by[ysin e
- spe cificprote a s e･ Oligo n u cle otide s(l)a nd
(t])c orre spondingtopa rtiala min o a cids equ e n c
.
e s u nde rlin edin
peptide s(1)a nd(3), r e spe ctive一y, w e r e synthe sIZ ed byD N Asynthe siz e r･
Ba s e s sho w nin pa r e nthe s e s a reth actu alo = e side ntified bysequ e n c e
dete r min ation.
Table8. In c r e a sein S A T by po o r n utrie nt
c o nditio n a nd bytr a n sfo r m l ngtheS AT
ge n e(speG)
Str ain Mediu m S A Ta ctivity
(n m oI/min/mg pr otein)
. W 3110
W 311 0/pS A Tl
M Å261
M A 261/pSA Tl
L B
M 9
L B
M 9
L B
M 9
L B
M 9
4.6 j: 0.9
a
1 5.6 ± 1.3
186 ± 32
655 ± 5 9
26.9 ± 2.9
65.7 ± 4.3
1 91 ± 27
524 士 54
a
Me a n± S D
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そこ で7B6及び6F6をEcoR I､ Ba mⅢ 及びpstIで処理.した後 にサザ ン ハ イ プリ ダイゼ - シ ョ
ンを行 い ､ 再確認をした｡
3)pSA T l の塩基配列 の決定
最初に4.7 kb フラ グメ ン ト中のSA T遺伝子 の 位置を調 べ るため にpSA T l のサ ブク ロ ー
ニ ン グを行 っ た(Fig. 10A)o そ の結果 ､ pCR産物の プ ロ ー ブは2.0 kb Ec oR V- Ba mHI フラ
グメ ン トと ハ イ プリ ダイズ し､ こ の フ ラ グメ ン トを持 つ プラス ミ ドを導入する とs A T活
性が増加したの で ､ こ の2.0 kbに つ い て塩基配列を決定した(Fig. 10B)｡ 配列はpSAT3を
用 い て 反対方向か らも決定す る こ と で 確認をと っ た ｡ そ の 結果 ､ SA Tの ope n re ading
fram eは1 8 6個の ア ミ ノ 酸 で構成され て い た ｡ しか し､ N末端の メ チ オ ニ ン はタ ン パク 質
から遊離して い る の で ､ SA Tの 其の ア ミ ノ 酸の 数 は185個と いう こと にな る｡ また ､ 計
算に よ っ て得 られ た分子量 は21,756Daで あり､ ヒ トのSSA T(20,0 03Da)(66)より少し大
き い ｡ 開始 コ ドン A U Gの上流 にはShin e- Dalga r n o配列(67)が見出された｡ また､ 4.7 kb フ
ラグメ ン トの 制限酵素地図とKoha r aらの 遺伝地図(68)の制限酵素部位を比較したところ ､
sA T遺伝子 の向きは遺伝地図上で時計方向 にな っ て い る こ とが明らかとな っ た｡
4)S A Tタ ン パ ク 質の性質
SA Tの ア ミノ 酸配列を他の タ ン パ ク質と比較したと ころ ､ S AT の5 5アミ ノ酸配列中に
様々 な種類の バ ク テ リ ア の ア ミ ノ グリ コ シ ドア セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ(69, 70, 71,
72, 73)及 び大腸菌 ペ プチ ドル ア セチ ル トラ ンス フ エ ラ ー ゼ(74)との 相同性が見出された
(Fig. ll)｡ また ､ こ の 領域内に大腸菌ポリ ア ミ ン輸送系の ス ペ ル ミ ジ ン結合タ ン パ ク質
potD(7 5, 76)と の 相同性をみ られた ｡ ア ミ ノ 酸配列の87か ら141番目の 間に ホ モ ロ ジ ー
がみ られた こ とか ら､ SATの 活性中心は C末側 に位置して い る ことが推定された｡
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4 . 大腸菌s A T欠損株 にお ける ス ペ ル ミ ジ ン 過剰蓄積 に よ る cell
viabilityの 低下
ポリ ア ミ ン分解系 に 関する研究 にお い て ､ その律速酵素の実体は明らか にされ たが ､
生 理的意義は ポリ ア ミ ン やポリ アミ ン誘導体で活性上昇す る の で ポリ ア ミ ン濃度調繭糸
の 一 部であ ると考えられて い る程度である ｡ ある 遺伝子産物の生 理的意義を追求する場
合､ そ の 遺伝子 の破壊 に よ っ て もた らされる現象から解明する方法は直接的 であり､ 鋭
得力のあ る良い 手段とされて い る ｡ そ して ､ 動物細胞よりもはるか に大腸菌 は この 操作
が簡単である ｡ そ こで ､ 動物細胞で は得る こと が困難な情報を引き出す目的 で大腸菌
sA T欠損株 の性質を検討した｡
1 . 材料と方法
1)菌株､ プラス ミ ド及び培養条件
大腸菌c 600株(s upE 4 , hsdR, thi. thT, 1e u, 1a cYl, to nA 21)及びc A G 22 42株(spec,
s upE 4 4,hsdR, thl
'
, thr, 1e u,1a cYl, to nA 21)はArizo n a大学のGerne r博士 より譲 っ て頂い たo
培養は1% pota s siu m la ctate､ 2〃 g/ml tbia min e､ 100〟 g/皿1 1e u cin e及 び10 0〃 g/ml
thr e o ni eを含むM9培地で行 っ た(54)｡ プラ ス ミ ドpM WSA Tを作製する ためにpSA T 2を鋳
型として ､ 1.3 kb Ba mHI- Ec oRI フラ グメ ン トをpcRで増幅した｡ 用 い た プライ マ ー の 塩
基配列は5'-d(AG C G G AT A C A AT T TCA CAC A G G A)-3
'
､ 及び5'･d(CC GA A T TC C
G C AGTGG A TG GTGT)-3
'
で あ る ｡ Lo w c opy numberの ベ クタ ー で あ るpM W l 1 9(7 8)の
Ba mHI- Ec oR I部位 に Ba甲HIとEcoRIで 処理 した1.3 kb PCR フラ グメ ン トを挿入した ｡
pM W S A Tま たはpM W l19を導入したcAG2 2 4 2は100/∠ど/mla mpici11inを培地に添加して
培養した｡ 細胞増殖は540n mの 波長で測定した｡ Cellviabilityは菌液を1.5 %の寒天を含
むL Bプレ ー ト(5 4)にま い て37℃で培養しコ ロ ニ ー 数を カ ウ ン トして測定した｡
2)大腸菌における高分子合成活性の測定
CAG2 2 4 2をo.5 mM ス ペ ル ミ ジ ン存在 ･ 非存在下で培養し､ 12ま た は28時間後に ､ そ
の 菌液1 mlを2 2 2 k Bq【
3
Hlthymidin e(最終濃度o.9〃 M)または7 4 kBq【
3
Hluridin e(最終濃
度1〃 M)また は9 2.5 kBq【
35
s】m etbio nin e(最終濃度30〃M)で ラ ベ ル した｡ D N A及びR N Aへ
の それぞれ【
3
H]thymidin e及 び【
3
H】uridin eの 取り込みは､ 0.1 mlの 菌液のc old T C A不 溶性画
分の放射活性で測定した｡ タ ン パ ク質 - の【
35
s】m etbio nin eの取り込みは ､ 0.1 ml の菌液の
hotTCA不溶性画分の放射活性で測定した｡
3)開始因子 ､ リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質､ ribo s o m e m odulationfa cto r(R M F)の ウ エ ス タ ン
分析
開始因子(IF2及びIF3)と リ ボソ ー ム タ ン パ ク質(sl､ L 20及びL35)は ､ He rsheyらの 方法
(79)､ Iga ra sbiら の 方法(80)及びKashiw agiらの 方法(81)で調製した｡ RM FはWadaらによ っ
て化学合成されたもの を用 い た｡ l) ボソ - ム はKa shiw agiらの 方法(8 3)に従っ て調製した｡
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各タ ン パ ク 質の 抗体はKashiw agiら に よ っ て 調製されたもの を使用した｡ ウ エ ス タ ン プ
ロ ッ トは10〃g のribo s o m e
-
a s s o ciatedpr otein s(100,0 00Ⅹg沈殿)を用 い ､ Neils e nらの 方法
(84)で 行 っ た｡
4)リ ボソ
ー ム の し ょ糖密度勾配遠心
20mM Tris- HCl, pH 7.5､ 15 m M 酢酸 マ グネシ ウ ム 及び100m M 酢酸ア ン モ ニ ウ ム を
含む5 ml のし ょ 糖勾配(5- 20%)に大腸菌 の30,0 00Ⅹg上 浦(5 A26｡u nits)を ロ ー ドし､
Hita chi P55S T 2ロ ー タ ー を用 い て40,0 00rpm で80分間遠心 した｡ し ょ糖勾配を31 - 3 3
に分画 し､ 4倍 に希釈後､ 260nm の 吸光度を測定した｡
5)合成されたタ ン パ ク 質の 二 次元電気泳動
o.5 mMス ペ ル ミ ジ ン存在 ･ 非存在下 ､ C A G 2242を培養し､ 28時間後o.5 ml の菌液に7
M Bq【
35
s】m ethio nin e(最終膿度30〟 M)を添加し､ 37℃で30分間ラ ベ ル した ｡ ラ ベ ル され
たタ ン パ ク質(5 00, 0 0cpm)を0
'
Fa r rellら の 方法(85)に従 っ て 二次元電気泳動を行い ､
La skeyらの 方法(86)で フ ル オロ グラ フ イ - を行 っ た後､ 分析 した｡
6)プライ マ
ー 伸長法によ るR M Fの mRNA量 の定量
プライ マ ー 伸長法はMcKnightらの方法(87)に従 っ て行 っ た ｡ プラ イ マ ー と して開凝 コ
ドンAU Gの上流10- 28番目 の 配列に ハ イ プリ ダイズするprim er 3(文献88参照)､ 及び開
始コ ドン の 下流75-9 5番目 の 配列 に ハ イ プリ ダイズするprimer4(文献88参照)を合成し､
T 4ポリ ヌ ク レオチ ドキナ - ゼ で け -
32
pIATPによる末端 ラ ベ ル を行 っ た . 大腸菌RN Aは
Em oryらの 方法(89)で調製した｡ 32Pで ラ ベ ル された プライ マ ー を50iLgの 大腸菌R NA に
ハ イ プリ ダイズさ せ ､ Molo n ey m urinele ukemia viru sの逆転写酵素 でcD N A合成をした ｡
この 反応物を5 %ポリ アクリ ル ア ミ ドゲル 電気泳動で分析した｡
7)R M F合成量 の測定
培養中 の そ れ ぞれ指定した時期 (培養開始後12､ 20及 び28時間目) に大腸菌を
【
35
slm etbionin eで3 0分間 ラ ベ ル した｡ R MF合成量 の測定はKasbiw agiらの 方法(83)に従 っ
て 行 っ た ｡ ラ ベ ル さ れ た タ ン パ ク 質(500, 0 0cpm)を抗R M F抗体 ､ 続 い て 10%
fo r m alin-fix edStaphylo c o c c u s a u r e u sCo w a nlc ells(Calbio che m)で処理 した｡ 免疫沈降さ
れたR M Fを13%の ポリ アクリ ル ア ミ ドゲル で 電気泳動後､ フ ル オロ グラ フ イ - で検出 し
た｡
2 . 結果
1)ス ペ ル ミ ジン の 蓄積 によ るcellviabilityの低下
SA T の生理 的役割を明らか にす るため にSA T欠損株であるCAG2242をo.5 mM ス ペ ル
ミ ジ ン 存在 ･ 非存在下で培養した｡ Fig. 12Aで示される ように ､ ス ペ ル ミ ジン の 存在 に
関係なく､ cAG 22 42 は親株c6 00と 同 じ よう に増殖した｡ 続 い て 静止期に おけるcell
viability へ の ス ペ ル ミ ジ ン の 影響を調 べ た(Fig. 1 2 B)｡ 培養開始後48時間目のCAG224 2
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のc ellviabilityは ス ペ ル ミ ジ ン によ っ て著しく低下して い た｡ しか し､ c 600で はみら れ
なか っ た ｡ c AG2242 にプラス ミ ドpM WSA Tを導入した株で はcellviabilityが 回復した｡
次に大腸菌の ポリ ア ミ ン量 を測定した(Fig. 1 3)｡ C 600をス ペ ル ミ ジ ン存在下 で培養し
た場合 に は ス ペ ル ミ ジ ン の 蓄積 はみられなか っ た ｡ しか しなが ら､ cA G2 2 4 2 では蓄積
がみ られ ､ その 量 は非存在下 で培養した場合 の3倍量 であ っ た ｡ pMW SA Tを導入した
CAG2 2 4 2で はス ペ ル ミ ジ ン の 蓄積は起 こ らなか っ た｡ こ れら の 結果か ら蓄積 したス ペ
ル ミ ジ ンが大腸菌のcellviability低下を引き起こ して い る ことが強く示唆された｡
2)Cellviabilityの低下 とタ ン パ ク質合成低下 の相関性
sA T欠損株cAG22 4 2 の静止期 におけ る高分子合成を調べ た｡ 培養開始後12時間目 ､
すなわち静止期に入 っ た直後で はD N A､ R N A及 びタ ン パ ク質､ い ずれ の 合成もス ペ ル ミ
ジ ン の 存在 ･ 非存在に よ る違 い は み られ なか っ た(Fig. 1 4)｡ 続い て28時間目の 高分子合
成を調 べ た｡ D NA及びR N A合成は12時間 に比 べ か なり減少して い たが ､ ス ペ ル ミ ジ ン
によ る影響は なか っ た ｡ 一 方 ､ タ ン パ ク質合成で は ス ペ ル ミ ジンが存在した場合､ 著 し
い 低下 がみ られた(Fig. 14C)｡ こ の 結果から ､ c ellviabilityの確持 に必要なタ ン パ ク質合
成がス ペ ル ミ ジ ン によ っ て 阻害されたの で は な い かと考えられた｡
3)ス ペ ル ミ ジ ン の 蓄積 に よ るRMF量 の 低下
タ ン パ ク質合成がス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て80 %阻害されて い たの で ､ こ の 阻害が全て の
種類 の タ ン パ ク質 に均 等 に 起きて い る か どう かを 二次元電気泳動 で分析 した ｡
CAG2242を培養開始後28時間目に【
35
s]m ethionineで ラ ベ ル し､ 5 00, 0 0cpm の ラ ベ ル さ
れたタ ン パ ク質を電気泳動に用 い た｡ Fig. 15で 示され るように ､ あ る種の 特定の タ ン パ
ク質(No. 1-3)が ､ ス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て合成阻害を受けて い た ｡ No. 1の ス ポ ッ トは外膜
のOmpCで あ る こ とが ､ OmpC欠損株K Y2 201(9 0)で の タ ン パ ク質の 二 次元電気泳動の パ
タ ー ン と の 比較か ら同定できた｡ そ こで ､ K Y2201とc600に つ い てc ellviabilityを比較
したが ､ 違い はみ られず､ ompcの 合成阻害でce11viability低下は説明できなか っ た｡ 他
の2つ の タ ン パ ク質(No. 2及び3)に つ い て は同定できて い ない ｡
ス ペ ル ミ ジ ン に よ る タ ン パ ク質合成の 阻害が強くみられて い る の で ､ 次に ウ エ ス タ ン
プロ ッ トでリ ボ ソ ー ム 及 びリ ボソ ー ム と会合する タ ン パ ク質の分析を した(Fig. 16)｡ リ
ボソ ー ム タ ン パ ク質sl､ L20及びL35の 量(81, 91)はcAG22 4 2を ス ペ ル ミ ジ ン存在下 で
培養しても非存在下 で の 量と同じであっ た ｡ また ､ 開始因子IF2及びIF3の 量にも違い は
み られ なか っ た ｡ しか し なが ら､ 静止期 の cellviabilityの 維持に必須 であるribo s o m e
m odulatio nfa ctor(R M F)(88)の量 は ､ ス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て著しく低下して い た ｡ この ウ エ
ス タ ン分析をribo s om e- a s s o ciatedpr otein s分画 の か わりに親分画 である30,0 00 Ⅹg上清を
用 い て も結果 は 同様 であ っ た (デ ー タ 未発表) ｡ こ れ ら の 結果か ら ､ SA T欠損株
CAG224 2をス ペ ル ミ ジ ン存在下 で培養した場合､ リ ボ ソ ー ム お よ びそ れと会合する タ
ン パ ク質にお い て ､ 調 べ た限りで はR M F量の みが低下して い た こ とが い える ｡
R M Fは1 0 Sの リ ボ ソ ー ム ダイ マ - を形成する性質がある(92)の で ､ し ょ糖密度勾配遠
心でリ ボソ ー ム パ タ ー ンを分析した｡ Fig. 1 7で示される よう に ､ CA G2 2 4 2をス ペ ル ミ
ジ ン存在下 で培養す る と10 0 Sリ ボソ ー ム ダイ マ - の 相対量 の減少が み られ た｡ 培養開
始後4 4時間目に お い て は ス ペ ル ミ ジ ン が蓄積した細胞で は100 Sダイ マ - は存在せず､
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リ ボソ ー ム(70 S､ 50 S及 び30S)畳も著しく減少して い た ｡ RMF の機能は未知の部分が
多く､ こ の結果からリボ ソ ー ム の 分解を防ぐ因子 である可能性が推測された｡
4)静止期 の後期 における蓄積したス ペ ル ミジ ン の 効果
RM Fは静止期 に発現する こ とが報告されて い る(88)｡ そ こ で ､ 蓄積 したス ペ ル ミ ジ ン
が静止期 の後期で機能する か どうか調 べ た｡ ス ペ ル ミ ジン を培養開始後24時間目に添加
しても48時間後 に はcellviabilityが著 しく低下した(Fig. 1 8)｡ しか しこ の低下 は培養開
始と同時に添加した場合(Fig. 1 2B)に比 べ 遅 れて い た ｡ リ ボソ ー ム パ タ ー ン及びR M F量
に つ い て も分析した(Fig. 1 9)｡ 培養開始後4 4時間目 にお い て ､ 1 00 Sの相対量及びR M F
量の 両者ともス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て低下 して い た｡ こ れ ら の結果から蓄積したス ペ ル ミ
ジ ン は静止期 の後期 にお い て効力がある こ とが示され た｡
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5)RMF盈 の 減少メ カ ニ ズム
蓄積したス ペ ル ミ ジ ン によるRMF畳減少 の分子メ カ ニ ズム に つ い て調 べ た ｡ は じめに
R M Fの mR N A盈を プライ マ ー 伸長法で測定した(Fig. 20)｡ ス ペ ル ミジ ンが蓄積した細胞
で のRMF mRNA盈 は ､ 正常な細胞と比較すると培養開始後20時間で ほほとん ど変わら
ず､ 28時間で わずか に低下がみられる程度であ っ た｡ よ っ て ､ 転写 レ ベ ル で はな い と考
えられた｡ 続 い て 抗RM F抗体及びs. a u r e u sco w a nl c ellsを 剛 ､て【
35
s]m ethio nin eで ラ ベ
ル した タ ン パ ク質(500, 0 0cpm)の免疫沈降を行 い ､ RMFの合成量を調 べ た｡ Fig. 20B
で示され る ようにC A G2 242のR M F合成量は培養開始後20時間で最大になるが ､ 12､ 20
及び28時間の どの場合でもス ペ ル ミ ジン の 蓄積 によ っ て著 しく低下して い た｡ 以上の 結
果から ､ ス ペ ル ミ ジ ン によるR MF慶の低下 は主として翻訳 レ ベ ル で あると考えられた｡
3 . 考察
本研究によ っ てS ATの 生 理的役割を解明した｡ sATは ス ペ ル ミ ジ ン の過剰な蓄積を 阻
止する こ と で静止期のcellviability維持に重要な役割を担 っ て い る こ とを見出した｡ 大
腸菌はSA Tが欠損するとo.5 mM ス ペ ル ミ ジ ン存在下で培養すると非存在下の細胞に比 べ
3倍量 の ス ペ ル ミ ジ ン が寄穂して い た｡ 真横細胞で は ､ 蓄硬した ポリ アミ ン またはビ ス
エ チ ル ポリ アミ ン が細胞増殖を阻害する(35, 9 3)｡ 細胞増殖の阻害はタ ン パ ク質合成阻
害と平行 して おり ､ とり わけ不安定なtR NA のために とりわけミ ト コ ン ドリ ア で のタ ン
パ ク質合成が強く阻害されて い た｡ 一 方 ､ 大腸菌で は蓄積したス ペ ル ミ ジ ン は対数増殖
期にお い て ､ 増殖阻害もタ ン パ ク質合成阻害も起 こさなか っ た｡ しか しなが ら､ 静止期
にお い て はS A Tが欠損したために蓄穫したス ペ ル ミ ジン がタ ン パ ク質合成を阻害し､
c ellviabilityの 低下 を引き起 こ した｡ ほと ん ど全て の種類の タ ン パ ク質合成が低下した
理由として ､ 静止期で はリ ポ ソ ー ム へ の ス ペ ル ミ ジ ン の 結合量が対数増殖期に比べ 増加
したためである と推測され る ｡ これは其核細胞で みられる 阻害機構である｡ リ ボソ ー ム
へ の結合量 の 増加機構に関し て は次の ような収税を立て て い る ;静止期になると大腸菌
は細胞容積が著しく低下する(94)｡ こ の ため対数増殖期に比 べ ､ ス ペ ル ミ ジ ンが濃縮さ
れる正常な大腸菌で はリ ボ ソ ー ム 活性を阻害する まで に は至ら ない が ､ SA T欠損株で は
ある開催を越えて しま い ､ 阻害が現れ る｡ こ の仮鋭を実証する ため には静止期で の細胞
容積､ リ ボ ソ ー ム 量 ､ カ チオ ン量 ､ リ ン酸基の 量 な どを正確 に測定し､ リ ボソ ー ム ､に結
合するス ペ ル ミ ジ ン量 を シ ミ ュ レ ー トする必要がある｡ あ る い は今回 の 実験で は分析し
なか っ た他 の タ ン パ ク質合成 の因子やリボ ソ ー ム タ ン パ ク 質が減少して い る の かも しれ
な い ｡ そして ､ これ らの 現象はS AT欠損株にSA T遺伝子 であるspeGを導入する こと で 解
除された｡ こ の 結果はタ ン パ ク質合成阻害及びcellviabilityの低下 を起こす*ペ ル ミ ジ
ン の 蓄積はSAT の欠損による ことを明確 に示して い る ｡
静止期 における タ ン パ ク質合成の 中で ､ OmpC タン パ ク質及びR MF の合成が強く阻害
されて い た ｡ 特にR MF合成の 阻害は全体 の タ ン パ ク質合成が阻害され る前から起きて い
た｡ それ は予測通りであ っ た が ､ 翻訳レ ベ ル で あ っ たo 著者が属して い る研究室で は近
年､ ほ とん どの ポリ ア ミ ン は ､ 細胞内でR NAと複合体で存在して おり､ 通常の 条件下(8,
65)で はある種 の特定タ ン パ ク質の合成を促進して い る と いう知見を報告したo 翻訳促
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進を受けるタ ン パ ク質の種類が限定される機構は ､ 各々 の タ ンパ ク 質毎に翻訳の促進率
が異な っ て い る ためであ るo 其核細胞 の無細胞 タ ン パ ク質合成系にお い て ､ GC含量 が
高い5' 俳翻訳領域を持 つ mR NA で の翻訳を低濃度の ス ペ ル ミ ジ ン は ､ 他 の種類の mRN A
に比 べ より強く促進し､ 高濃度で 阻害する(9)｡ この 知見から､ 蓄積 したス ペ ル ミジ ン に
よ る翻訳阻害率も各々 の タ ン パ ク質毎に異な っ て い る の で はな い かと発想できる｡ ポリ
ア ミ ン によ る翻訳制御はmR NAの塩基組成がもたらすmR N A の高次構造によ っ て 支配さ
れる と､ 現在は考えられて い る ｡ ま た ､ RMF量 の 減少はR M F合成阻害 の 時期 よりも遅
くな っ てか ら起こ る ｡ こ の ずれを明確 に鋭明する にはより多くの研究が必要であろう｡
R M Fは静止期のcellviabilityに必須であり ､ その発現は静止期特異的である ｡ 蓄積 し
たス ペ ル ミ ジ ン が機能する の も静止期に入 っ て から である(Fig. 1 8)0 OmpCタ ンパ ク質
の減少はcellviabilityに影響しなか っ た ｡ 静止期特異的シ グ マ 因子 である ♂ Sもま たcell
viabilityに必須(95)であり､ その 合成はグアノ シ ン三リ ン酸(ppGpp)によ っ て増加する(96)0
ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ トにより ♂ s畳を ､ また薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー でppGpp量をそれぞ れ
定慶したが ､ ス ペ ルミ ジ ン の 蓄棟 によ っ て これ らの畳は影響されなか っ た (デ ー タ未発
衣) o よ っ て ､ ス ペ ル ミ ジ ン の 蓄積によるRMF量 の 減少がおそらくcell viability低下 の
主たる原因である と考えられ る｡
ス ペ ル ミ ジ ン の存在 の有無によ っ てRMF合成量は異な っ て い るもの の(Fig. 20)､ 培養
開始後28時間後のRMF存在畳はほ ぼ等しい(Fig. 1 6)｡ この 理由は明らかにな っ てい な い ｡
1 00 Sダイ マ - の 形成 に使われるR MFは比較的安定なため､ R MFが合成阻害を受けても
その存在畳はしばらく変わらない のかもしれな い ｡
ま た ､ RM Fが cellviabilityの 維持に必須 であ る の は明らかだが ､ どの ようにcell
viabilityに結びつ く の か に つ い て は謎 である｡ ス ペ ル ミ ジ ンが蓄模した細胞は､ 4 4時間
日に お い てリ ボ ソ ー ム 量が減少して い る ので ､ R M Fはl) ボソ - ム分解阻止因子で はな い
かと考えられる ｡ しか しなが ら ､ リ ボソ ー ム 量 の 減少は細胞死 の結果である可能性を､
現在の とこ ろ否定する こ とはできな い ｡
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5 . 総括 と展望
B E SP Mによ る細胞増殖阻害機構の再検討の結果､ ポリ ア ミ ン欠乏で はなくポリ アミ ン
過剰に よ る ミ ト コ ン ドリ ア の 障害が原因である ことが判明 した｡ そ の後 ､ 著者の 属する
研究室で ､ 蓄積 したB ESP Mがミ ト コ ン ドリ ア の タ ン パ ク質合成を細胞質の タ ン パ ク質よ
りも強く阻害 し､ AT P量 の 減少を起 こすこ とが明らか にされた(93)｡ しか し､ タ ン パ ク
質合成の諸反応の内 ､ どこ をB ESP Mが阻害する の かは解明されて い な い ｡ その 突破口と
して ､ ミ ト コ ン ドリ ア の 異常なtR N Aに対する影響を調 べ る の がよい 方法かもしれな い ｡
また ､ ビス エ チ ル ポリ ア ミ ン はがん細胞に過剰蓄積する こ とで効束を発揮する と いう コ
ン セ プトで動物実験を同研究室は試みた(97)｡ その 結果 ､ 抗が ん効果として は良い成績
を示したもの の ､ ポリ ア ミ ン の 本来の生 理作用である 血管拡張作用が副作用として現れ
て しま い ､ 動物実験 の レ ベ ル で中止 とな っ て しま っ た｡ ポリ ア ミ ン誘導体 の過剰蓄積に
ょ る抗がん効果をめざすの な らば ､ 今後の ドラ ッ グデザイ ンとして ､ ポリ アミ ン輸送系
によ っ て取り込まれ速やかに細胞内に蓄積し､ RNAとは強 い 相互作用を有しタ ン パ ク質
合成を阻害するが ､ 血管拡張作用を有しな い ポリ アミ ン誘導体を開発して い くの が安当
であろう｡
BESP Mの 研究で ､ 細胞はポリ アミ ン過剰にな る こ とを阻止する ため にポリ アミ ン分解
系を機能させ ､ その存在意義が重要である と考えられた｡ そこで ､ 大腸菌の ポリ ア ミ ン
分解系の律速酵素 の実体を解明したが ､ これ に よ っ て もた らされた最大の利益は､ 現在
の と ころ ､ 記憶 に関与する受容体である N M DA受容体上 の ス ペ ル ミ ン 結合部位の 同定に
貢献した ことである｡ NM DA受容体の括性はス ペ ル ミ ン によ っ て修飾され るo そこ で ､
s ATとp｡t D､ 及びN M DA受容体の ア ミノ酸配列 の ア ライ ンメ ン トか ら､ ポ
l)ア ミ ン認識
に関与する と予想され る酸性 ア ミノ酸残基を選び､ 部位特異的変異導入を用い ､ 変異受
容体を作製､ 解析 した ｡ そ の結果､ SA T の42番目から56番目の 配列と相同性 のある領域
の 近傍に位置して い る ア ス パ ラ ギン残基がス ペ ル ミ ン認識に関与して い る こ とが明らか
とな っ た(98). SATと相同性のある領域はもう
ー カ所ある の で現在解析中であるo また､
s A T自体に関して ､ そ の 活性 に関与する残基 の 同定を部位特異的変異導入 に よ っ て 試み
て い る ｡ ポリ アミ ン を認識するタ ン パ ク質の構造 に関する情報は まだまだ少なく､ SA T
を材料に研究する意義は大きい ｡
sA T欠損株は ､ ス ペ ル ミ ジ ンが蓄積する こ とで静止期のcellviabilityが低下すると いう
性質がある ことを見出したが ､ タ ン パ ク質合成低下 の メ カ ニ ズム は未だ明らか になっ て
い な い ｡ 本研究で調 べ た限りで は開始因子 ､ リ ボ ソ
ー ム タ ン パ ク質の 量 は低下して い な
い と結論したが ､ タ ン パ ク質 に関わる全て の因子 につ い て 検討したわけで はない の で 今
後 ､ さらに追求する必要があ る ｡ その 中で ､ リ ボソ
ー ム タ ン パク質に関して は ､ 二 次元
電気泳動で そ の パ タ ー ン を解析する こ とが可能である の で なんらかの 結果を得る こと が
可能であ る｡ ま た､ 静止期 に おける細胞容積も測定し､ リ ボソ
ー ム に結合するス ペ ル ミ
ジ ン量を計算する こ とも試みる価値があると思う｡ RMF の翻訳阻害に関して は ､ この 阻
害がR M FmRNA特異的に起きて い る こ とか らその高次構造に原因があ ると考え､ ス
ペ
ル ミ ジ ン が高波度に な っ たため にRMF mR NA の 高次構造が変化し､ 30 S開始複合体が
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SD配列認識をしにくくなる こ とによ っ て 阻害となると い う仮鋭をたて て い る ｡ ポリ ア ミ
ンの 細胞増殖促進効果は特異 タ ン パ ク 質の翻訳促進に よる と考えられて い る が､ 分子 レ
ベ ル で は解析が進ん で い な い ｡ 翻訳促進で はない が ､ R M F のポリ ア ミ ン によ る翻訳阻害
機構を明らかにする こ とは翻訳調節機構の解明に貢献できる と考えられ る｡
ポリ ア ミ ン分解系はポリ アミ ン の 研究者の中でもそ の重要性は認識 されて い な い ｡. こ
れは ､ ポリ ア ミ ン が増殖に必須である と いう概念から出発して い る ためである｡ にも か
かわらず､ 現在の と こ ろポリ アミ ン不足が原因で起こ る病気は見出されて い な い ｡ 病気
との 関連性は ､ わずか にが ん細胞で分解されにくく変異 したoDCが存在して い ると いう
こ と の み で しかもoDCの 変異が悪性転換の 原因なの か結果なの かは っ きりして い な い ｡
ポリ アミ ン の研究者 の間 で はODCをが ん原遺伝子と位置づけたい風潮があるが ､ 著者は
B ESP M の細胞増殖阻害機構と及び大腸菌の ポリ ア ミ ン分解系欠損株 の解析から､ 細胞に
と っ て有害なの はポリ ア ミ ン 欠乏で はなくむしろポリ アミ ン過剰であると推測して い る ｡
つ まり､ ポリ ア ミ ン過剰が原因で細胞が障害を受けて起 こ る病気が存在する可能性の ほ
うが より高い という こと である ｡ しかし ､ ヒ トのSSAT遺伝子 は遺伝病の 原因遺伝子と
して現在報告されて い な い ｡ よ っ て ､ 大腸菌と実験の コ ン セ プトは全く同じであるが ､
SS A T遺伝子 ノ ッ クア ウ トマ ウス を作製する の が直接的にその 答えを求め る よ い 方法だ
と思う｡ しか し ､ ノ ッ ク アウ トマ ウス の作製 にはかなりの労力と経費がかかり､ 大腸菌
で の 遺伝子破壊の ように手軽には実行できな い ｡ ノ ッ ク ア ウ トマ ウス が だめなら ､ ビス
エ チ ル ポリ ア ミ ン を抗がん剤として で はなく､ ポリ ア ミ ン 過剰を引き起こす薬剤として
少量投与して みると いう選択も考えられる ｡ これならすぐに実行できそうであるが問題
点として ､ ビス エ チ ル ポリ ア ミ ン の 性質として ､ ポリ ア ミ ン分解系によ る代謝を受けな
い と いう点で の みポリ ア ミ ン と異な っ て い る こ とが実証されねばならな い ｡ ポリ アミ ン
と生理作用は等しい と判断されて い る の は､ 著者らの研究室の実験系で の範囲内という
指摘をされ る｡ これが クリ ア ー されれぼ､ ビス エ チ ル ポリ アミ ンをそ の ような目的に使
えるかもしれない o い ずれ に してもポリ ア ミ ン の 生理作用を解明するときのもう 一 つ の
切り口 として ポリ ア ミ ン過剰を研究する の も必要である とい えよう｡
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6 . 要旨
ポリ ア ミ ン は細胞増殖に必須な生体ア ミ ン である｡ こ の ため細胞内 の ポリ ア ミ ン含量
を減少させ る代謝括抗剤が抗が ん剤として開発されてきた｡ 中でも有望とされて い る
B ESPMは従来の ポリ ア ミ ン生合成酵素阻害剤よりも細胞増殖阻害能が優れて おり､ それ
は細胞内の ポリ アミ ン含量 を より効果的に減少させ る こと ができる ため である と報告さ
れてきた｡ しか し､ 著者らの 研究室は こ のB ESP Mに はポリ ア ミ ンと して の 機能が備わ っ
て い る ことを見出した｡ そ こで ､ B ESPM による細胞増殖阻害機構の再検討を行 っ た ｡ さ
らに その 過程で ポリ ア ミ ン 過剰 に対する防御機構として の ポリナミ ン分解酵素の重要性
が浮かび上が っ てきた の で ､ 本酵素の実体及び生理的役割に つ い て解明した｡
(1)B ESP Mの細胞増殖阻害機構
B ESP Mの ポリ アミ ン との 相違点は 一 級ア ミ ン を持たな い こ とである ｡ その ためポリ ア
ミ ン分解系 の律速酵素であ るSSA T の基質とならず代謝されな い ｡ そ こ でB ESPMの細胞
増殖阻害機構は細胞内の ポリ アミ ン含量 の 減少に よ る の で はなく､ B ESP Mが過剰蓄積す
る ために起こ る の で はと いう収税をたて て再検討を行 っ た｡ まず ､ マ ウス F M3A細胞 に
対する増殖阻害につ い てB ESP Mと典型的なポリ アミ ン 欠乏 を起こす生合成阻害剤である
DF M O及びE GBGと の 比較を行 っ た｡ BESP Mを培地 へ 添加した場合､ 2日 目まで は増殖
に変化はなか っ たが ､ 3日目以降著しい 阻害が現れ､ 5日目 には細胞死に至 っ た｡ この 一
連の 現象はB ESPMを培地 より取り除き ､ sp Mを添加して も解消されず､ BESP Mほ
cellcidalな効果を持 っ て い た｡ 一 方､ D F MO ＋ EGBGの 添加によりポリ アミ ン欠乏状態
とな っ た細胞は添加後1日目から増殖阻害がみられたが細胞死 には至 らず､ spM添加に
ょり細胞増殖が回復した｡ B ESP Mを添加した細胞で は ､ 増殖阻害が現れ る前日から細
胞内ポリ ア ミ ン含量 の低下が み られ､ こ れは生合成酵素阻害剤を添加した細胞よりも若
しか っ た｡ 一 方､ B ESP Mは､ 薬剤を添加しな い コ ン トロ ー ル細胞のSP M含量の5倍量 の
蓄積をして い た ｡ さら にB E SP Mに よ る細胞増殖阻害がcellcidalである原因を追求する た
め にFM 3A細胞の 電 子顕微鏡写真を撮影した ｡ そ の 結果､ B ESPMを添加した細胞で ミ
ト コ ン ドリ ア の形態異常が観察された｡ そこ で ､ B E SP Mの 蓄積がミ ト コ ン ドリ アに ダメ
ー
ジを与えて い ると考え､ 細胞内の A T P含量 と共 にD N A及びタ ン パ ク質合成活性を測定し
た｡ B ESP Mを添加した細胞は2日目からA T P含量 が低下すると同時にD N A及びタ ン パ ク
質合成活性も低下して い た ｡ 以上 の結果から ､ B ESP Mは細胞内で ポリ ア ミ ン棟の 機能を
する が ､ 過剰蓄積す る とミ ト コ ン ドリ ア に ダメ ー ジを与え､ A T P含量が低下し細胞増殖
を阻害する ことが示された｡
(2)大腸菌ス ペ ル ミ ジ ン アセ チ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ(SA T)の 性質と構造
前述の 研究からポリ ア ミ ン分解系 の重要性が浮かび上が っ てきたの で ､ その 実体を明
らか にす る ために より解析 の単純な大腸菌を材料に選び､ 動物細胞のSSATに相当する
'
sA Tを均 一 に精製し､ そ の 諸性質を調 べ る と とも に遺伝子 の ク ロ
ー ニ ン グを行 っ た｡ 大
腸菌M A261株 より調製 した1ysate の 100,0 00Ⅹ g上 清を 4 つ の ス テ ッ プ を経て ､ 約
40
,
0 00倍 に精製した ｡ SDS- ポリ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル電気泳動により分子量は24kDaと
推定され た｡ 生成物をH P LC で分析した結果 ､ N
lぉよ び㌦- アセ テ ル ス ペ ル ミ ジ ン の2種
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が等量検出された ｡ こ の こ と によ り真核生物 のSSA Tと は基質認識を異にして い る こと
が明らかとな っ た ｡ 未変性sAT の分子量は95 k Daで あり､ SDS- ポリ アクリ ル アミ ドゲ ル
電気泳動 の結果を考慮 に入れ るとs ATは4 つ の 同 一 サ ブ ユ ニ ッ トで構成されて い る と推
定された｡ ア セ チ ルCoA､ SP D､ お よびsp M の Km値は それぞれ ､ 2 p M ､ 1.2 mM ､ 220
〃 M であ っ た｡ 続 い て精製sA Tをリ シ ル エ ン ドペ プチ ダ
ー ゼ で分解し､ 得られたペ プチ
ドの ア ミ ノ酸配列を エ ドマ ン 分解で決定した｡ こ の ア ミノ 酸配列より対応するオリ ゴ ヌ
ク レオチ ドを合成し､ 大腸菌D NAを鋳型 に してPCRを行 っ たところ ､ 250ヌ ク レオチ ド
の長さ のP CR産物を得た. こ のPCR産物をプロ ー ブにして コ ロ ニ ー ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ
ン法に よりSAT遺伝子(spec)をク ロ ー ニ ン グ した . speGは大腸菌の 遺伝地図上35･6分 に
位置して い た o speGの 塩基配列を決定したとこ ろ ､ S ATのope n r eadingfr a m eは186個 の
ア ミ ノ酸を コ ー ドして い たがN末端分析の結果に よりN末端のメ チオ ニ ン は遊離し､ 185
個 の ア ミノ 酸で実際 の SATは構成されて い る ことが わか っ た｡ こ の ア ミ ノ酸配列から計
算され るSA Tの 分子 量 は2 1,756 Daであ っ た ｡ s AT のアミ ノ 酸配列を他 の タ ン パ ク質と
比較した結果､ SA TのN末端から87番 目 - 14 1番目まで の 領域にア ミノ グリ コ シ ドア セ
チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ およ び ペ プチ ドル ア セ チル トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ との相同性が認
められた｡ さ らに この 領域中に大腸菌のス ペ ル ミ ジン優先取り込み系の構成成分である ､
ス ペ ル ミ ジ ン優先結合タ ン パ ク質potDとの相 同性も見出された｡ こ れ らの結果からSA T
の活性中心はC末端側の領域に位置して い る こ とが示唆された｡
(3)ス ペ ル ミ ジ ン 蓄積に よ るス ペ ル ミ ジ ン ア セチ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ 欠損株の cell
viability低下
sAT欠損株 の性質を調 べ る こ とにより過剰蓄積ポリ アミ ン による影響 の より詳細な解
析が できる と考え､ 以下 の 実験を行 っ た｡ S A T欠損株cAG2242 の増殖を調 べ たところ ､
親株c 600と 同様な速度であ っ た ｡ 培地 にSPb をo.5 mM漆加した条件 でも増殖に影響は
なか っ たが ､ こ の 条件で対数増殖期を過ぎ静止期に入っ て からも培養を続けた場合､ す
なわち培養開始から48時間後 に生存率(cellviability)を測定したと こ ろCAG2 242の c ell
viabilityはC 600の 0.01%に まで低下 したo こ のCAG2242にSA T遺伝子をもつ プラス ミ ド
を導入 したc A G22 42/pM W SATのc ellviabilityはC 600と同程度 に回復 した o 次 に細胞
内の ポリ ア ミ ン 含量 を測定した｡ CAG2242 で は培地中に0･5 mM のSP Dが存在する と無添
加の場合に 比 べ 約3倍量蓄積して い た o こ の 蓄積 は ､ C A G2 242/pMWSA Tで はみられな
かっ た ｡ こ の 結果はSPD の蓄積がcellviabilityの 低下 を起こすことを示して い る ｡ 続い て ､
c ellviabilityの 低下 の 原因を追求した o 培養開始より28時間後､ sp Dを添加した細胞 の
タ ン パ ク質合成は20 % に低下して い た ○ こ の タ ン パ ク質合成の 阻害がcellviabilityの 低
下 に つ なが る と考え､ 様々 なリ ボソ ー ム タ ン パ ク質及び開始因子 の量 を心ester nblottipg
で測定した｡ その 結果 ､ ribo s om e m odulation fa cto r(R M F)の み培養開始36時間後から顕
著な減少がみ られ た ｡ R M Fは70Sリ ボ ソ ー ム を100Sの 二 量体にする機能をもち､ c ell
viabilityの 維持に必須なタ ン パ ク質であ る こ とが報告されて おり､ こ の R M F量
の 減少が
cellviabilityの 低下 と相関して い る と推定したo 続 い てSP Dの 蓄積 に よ るR M F量低下
の
メ カ ニ ズム を検討した｡ まずRMFの mR N A量 を定量したとこ ろ ､ 培養開始20時間後で差
はみられず､ 転写 レ ベ ル で はなか っ た ○ 次にR MF合成量をl
35
slメ チオ ニ ンで ラ ベ ル した
ー39-
タ ン パ ク質と抗R M F抗体 で免疫沈降を行う こ と に より測定した｡ そ の結果､ spDの 蓄積
によ るR M F合成の 阻害は翻訳 レベ ル である こ とが明らかとな っ た｡ 以上 の 知見に より.､
SA Tは､ 大腸菌にお い てSPDの過剰な蓄積を阻止する重要な酵素である こ とがわかり､
それが欠損した場合の生化学的変化が明らかとな っ た ｡
ー 40-
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